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from human umbilical  cord blood was generated.  For  this purpose, a  lentiviral vector  carrying an 
interfering RNA (LV:shRNA) against hFANCA was designed. This vector showed an efficient reduction 
of hFANCA expression both  in vitro and  in vivo. CD34+ cells from umbilical cord blood from healthy 
donors  were  transduced  with  this  LV:  shRNA  allowing  the  generation  of  FA‐like  human 
hematopoietic progenitors  (hHPs) which were  transplanted  into  immunodeficient mice. Using  this 
approach we could study  the  in vivo  long‐term FA behavior of FA  like hHSCs. This model was also 
very useful  to  validate both  in  vitro  and  also  in  vivo  the  therapeutic  efficacy of  lentiviral  vectors 
designed to restore the expression of FANCA [6].  
Aiming  to  investigate new  therapies  for    the  treatment of FA patients, we designed a new 
gene  therapy  approach  based  on  the  generation  of  hHPs  from  reprogrammed  FA‐A  fibroblasts, 
which were  previously  corrected  by  gene  editing  techniques.  For  this  purpose  a  non‐integrative 
lentiviral  vector  carrying  homology  sequences  for  a  human  safe  harbor  locus,  AAVS1  [7,  8], was 
constructed. Fibroblasts from FA‐A patients were transduced with this vector together with a vector 
expressing  Zinc  finger  nucleases  (ZFN)  targeting  this  locus,  with  the  purpose  of  facilitating  the 
integration  of  the  FANCA  gene  in  the  AAVS1  locus  by  homologous  recombination  (HR).  Specific 
integration of one single copy of this gene in the genome of transduced cells allowed the correction 
of  the  FA phenotype. Once  that  FA phenotype was  corrected,  fibroblasts were  reprogrammed  to 
induced pluripotent  stem  cells  (iPSCs  ) using a  lentiviral vector expressing all  four  reprogramming 
















La  anemia  de  Fanconi  (AF)  es  una  enfermedad  de  baja  prevalencia  caracterizada 









Con objeto de desarrollar nuevos modelos   de  fallo medular de AF,  se generó un    sistema 
experimental  basado  en  la  interferencia  del  gen  hFANCA  en  células  madre  hematopoyéticas 
humanas (hCMH) procedentes de sangre de cordón umbilical. Para ello se diseñó un vector lentiviral 
portador de un ARN  interferente  (VL:shARN) que  reconoció el gen hFANCA y  redujo  su expresión 
tanto  in  vitro  como  in  vivo.  La  transducción  con  este VL:shARN de  células CD34+ procedentes de 
muestras  de  sangre  de  cordón  umbilical  de  donantes  sanos  nos  permitió  generar  progenitores 
hematopoyéticos  humanos  (hPHs)  con  fenotipo  AF  que  fueron  trasplantados  en  ratones 




En  segundo  lugar  y  con  el  objetivo  de  investigar  nuevas  terapias  para  pacientes  con  AF 
diseñamos  una  aproximación  basada  en  la  generación  de  hPHs  tras  la  reprogramación  de 
fibroblastos  de  pacientes  AF‐A  corregidos  mediante  técnicas  de  edición  génica.  Para  ello,  se 
construyó un vector  lentiviral no  integrativo con secuencias de homología de un  locus del genoma 
humano  previamente  definido  como  un  sito  seguro  del  genoma,  el  locus  AAVS1  [7,  8].  Los 
fibroblastos de pacientes con AF se transdujeron con este vector junto con un vector que expresaba 
nucleasas  de  dedos  de  Zinc  (ZFN)  dirigidas  al mismo  locus  para,  así,  facilitar  la  integración  por 
recombinación homóloga  (RH) del gen FANCA en el  locus AAVS1. La  integración específica de una 
única copia de este gen en el genoma de las células transducidas posibilitó la corrección del fenotipo 
AF  de  las  células  de  los  pacientes.  Una  vez  corregido  el  fenotipo  de  los  fibroblastos  AF‐A,  se 
reprogramaron  a  células  madre  pluripotentes  inducidas  (iPSCs)  con  un  vector  lentiviral  que 
expresaba los cuatro factores de reprogramación descritos por el Dr. Yamanaka [9, 10]. Las iPSCs con 








de  prevenir  y  tratar  la  aplasia medular  característica  de  la AF. Además  se  ha  demostrado,  como 
prueba de concepto, el desarrollo de una novedosa aproximación terapéutica para el tratamiento de  

























un  grupo  de  enfermedades  hereditarias  tales  como  la  disqueratosis  congénita,  síndrome  de 
Shwanchman‐Diamond o la Anemia de Fanconi (AF). 
La  anemia  de  Fanconi  fue  descrita  por  primera  vez  en  1927  por  el  pediatra  suizo  Guido 
Fanconi  [5, 11], tras observar en una  familia con cinco hijos que  tres de ellos presentaban diversas 
anomalías  físicas,  infecciones  recurrentes,  sangrados espontáneos  y  anemia  severa  cuyo  resultado 
era  una  muerte  prematura  de  los  pacientes.  Estudios  en  la  sangre  periférica  de  éstos  y  otros 
pacientes  desembocaron  en  la  conclusión  de  que  esta  enfermedad  afectaba  a  todos  los  linajes 
hematopoyéticos, aunque  la etiología de dicha alteración aún estaba muy  lejos de ser determinada.  
No fue hasta el año 1964 cuando se empezó a vislumbrar la idea de que la causa de esta enfermedad 




Actualmente  se  han  descrito  16  genes  AF  implicados  en  una  ruta  denominada 
Fanconi/Susceptibilidad  al  cáncer  de  mama  (AF/BRCA)  involucrada  en  la  reparación  de  enlaces 
intercatenarios del ADN  (del  inglés,  interstrand cross‐linking,  ICLs). El  fallo en el  funcionamiento de 
estos  genes  impide  que  dicha  reparación  se  lleve  a  cabo,  lo  que  limita  la  supervivencia  celular  y 
aumenta  la  inestabilidad  génica,  contribuyendo  al  desarrollo  progresivo  de  fallo  medular  y 
predisposición al cáncer en  los pacientes de AF  [1, 13]. La heterogeneidad genética responsable de 
esta enfermedad aumenta  la complejidad de su estudio y de  la búsqueda de terapias efectivas para 




1.1. Ruta de Anemia de Fanconi/BRCA: Señalización y reparación de daño 
inducido en el ADN. 
La AF está causada por mutaciones en  la  línea germinal en genes que cooperan en una ruta 
de reparación del ADN especializada en la reparación de entrecruzamientos del ADN, una lesión fatal 
que  bloquea  tanto  la  replicación  del  ADN,  como  su  transcripción  [14].  Desde  1992,  cuando  se 
identificó el primer gen implicado en el desarrollo de esta enfermedad, FANCC, [15] hasta la fecha de 
hoy se han caracterizado un total de 16 genes de AF  (Tabla 1). La existencia de una sintomatología 
común en  los pacientes de AF hizo pensar que  los genes  implicados en  la enfermedad debían estar 
interaccionando en una ruta común. A pesar de que la función de los 16 genes implicados en AF no se 
conoce totalmente, se ha descrito que actúan de forma conjunta y junto a otros genes implicados en 
reparación en  la ruta AF/BRCA (Fig. 1)  implicada en  la detección y reparación de dobles roturas del 
ADN.  El funcionamiento de esta ruta se divide en las siguientes etapas detalladas a continuación: 
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 Activación de  la  ruta: Ocho de  las proteínas  (FANCA,  FANCB,  FANCC,  FANCE,  FANCF,  FANCG, 
FANCL y FANCM) interaccionan de forma específica para formar un complejo ubiquitin E3 ligasa 
conocido  como  complejo  “core”  (núcleo)  de AF  que  en  respuesta  a  daño  en  el ADN  (estrés 
genotóxico) o durante la fase S del ciclo celular, promueven la monoubiquitinación de FANCD2 y 
FANCI [16]. Se ha descrito que FANCM es la subunidad encargada de iniciar la ruta. Esta proteína 
forma  un  heterodímero  con  la  proteína  FAAP24  (Proteína  asociada  a  AF  24kDa)  [17].  Este 
complejo tiene varias funciones en  la activación de  la ruta tales como   el reconocimiento de  la 
lesión en el ADN, el posterior  reclutamiento del core de AF a  la zona de daño y el  inicio de  la 
señalización  mediada  por  ATR  (ataxia  telangiectasia  y  Rad3‐related)  [17‐19].  La  asociación 
estable  de  FANCM  a  la  cromatina  ocurre  gracias  a  la  acción  de MHF1  y MHF2  (Histone  fold 
Protein  1  y  2),  lo  que  aumenta  la  eficiencia  de  la  ruta  [20].  Además,  junto  con  el  complejo 
FANCM‐FAAP24‐MHF1/2,  el  complejo  de  reparación  de  desapareamiento  de  bases  MutS 
también  tiene un papel redundante en  la  localización del daño en el ADN y  la activación de  la 
ruta,  promoviendo  el  reclutamiento  del  core  AF  a  la  cromatina  [21].  Durante  el  proceso  de 
activación múltiples proteínas de AF se fosforilan por quinasas ATR‐CHK1, lo que demuestra una 
interconexión de la ruta de AF con la señalización de respuesta al daño en el ADN [22]. Así pues, 
se ha propuesto que el proceso de activación de  la ruta ocurriría de  la siguiente  forma: en  las 
células  que  se  encuentran  en  fase  G1  las  proteínas  del  core  están  ensambladas  pero  no  se 
asocian con FANCM/FAAP24 en la cromatina; en fase S, FANCM se fosforila y recluta el core de 
AF  hacia  la  cromatina,  facilitando  la monoubiquitinación  de  FANCD2  y  FANCI;  y,  finalmente, 
durante  las  fases G2/M,  FANCM  se hiperfosforila  y  se permite  la  liberación del  core AF  de  la 
cromatina. De este modo FANCM actuaría movilizando el núcleo de AF a la cromatina [23]. 
 Monoubiquitinización  de  FANCD2  y  FANCI: Una  vez  activada  la  ruta,  el  siguiente  paso  es  la 
monoubiquitinización de  FANCD2  y  FANCI por  el  core  de AF.  En  concreto,  esta  reacción  está 
mediada  por  la  actividad  ubiquitin  ligasa  E3  de  FANCL,  que  junto  con  la  enzima  UBE2T  E2, 
monoubiquitina la lisina (Lys) 561 de FANCD2 y la Lys 523 de FANCI respectivamente [24, 25]. El 
complejo  heterodimérico  FANCD2‐I  (ID)  una  vez monoubiquitinizado  se  activa  y   migra  a  los 
focos  de  reparación  en  el  núcleo  (foci  nucleares),  donde  interacciona  con  proteínas  de  AF 















 Reparación del daño: Por último,  la DSB  generada  es  reparada por  recombinación homóloga 
(RH),  los  aductos  (bases  modificadas)  remanentes  lo  hacen  por  reparación  por  escisión  de 
nucleótidos (NER, del inglés nucleotide excision repair) y los huecos existentes son rellenados por 
las ADN polimerasas. Aunque el mecanismo aún no está completamente descrito, en el proceso 
de  RH  tienen  un  papel  esencial  las  proteínas  de  AF  situadas  aguas  abajo 
(FANCD1/FANCJ/FANCN/FANCO) que regulan directamente  la actividad de RAD51 en el sitio de 
daño y están implicados en la resolución de los intermediarios de recombinación.  Por último, el 

























































































replicación,  fosforilando múltiples  proteínas  (2)  de  la  ruta  y  dirigiendo  la  activación  del  núcleo  de  AF  y  la monoubiquitinización  del 
heterodímero FANCD2/FANCI  (3). Este complejo monoubiquitinizado  recluta  las nucleasas FAN1 y FANCP, que  junto con otras nucleasas 
llevará  a  cabo  la  incisión  nucleolítica  cerca  del  sitio  de  entrecruzamiento  del  ADN  (4).  Además  este  complejo  quizás  también  reclute 




de  AF,  aún  queda  mucho  por  investigar  para  dilucidar  completamente  todas  las  interacciones, 
funciones y detalles de las  proteínas implicadas en la ruta de AF. 















A (FANCA)  66  84,1  16q24.3  1455  Miembro del complejo “core”. Fosforilado por la quinasa ATR en la Ser 1449.  [34, 35] 
B (FANCB)  < 2  ‐‐  Xp22.2  859  Miembro del complejo “core”  [36] 
C (FANCC)  ~ 14  ‐‐  9q22.3  558 
Localizado  en  el  núcleo  y  citoplasma. 




D1 (FANCD1=BRCA2)  ~ 3  1,1  13q12.3  3418 
Recluta RAD51 y promueve  la  reparación 
por RH.  Interactúa  con  FANCG,  FAND2  y 
PALB2. Gen de susceptibilidad a cáncer 
[37, 38] 
D2 (FANCD2)  ~ 3  3,4  3p25.3  1451 
Monoubiquitinizado  por  el  complejo 
“core”  de  AF  y  fosforilado  por  ATR,  y 
probablemente por ATM, tras el daño en 
el  ADN.  Recluta  FAN1  y  FANCP  a  la 
cromatina. 
[39] 
E (FANCE)  ~ 3  1,1  6p21.3  536 
Miembro  del  complejo  core.  Funciona 
como  puente  entre  el  complejo  core  y 
FANCD2. 
[40] 
F (FANCF)  ~ 2  ‐‐  11p15  374  Proteína  adaptadora  flexible  requerida para ensamblar el complejo “core” de AF  [41] 
G (FANCG=XRCC9)  ~ 10  2,3  9p13  622 
Multifuncional  por  su  localización  en  el 
complejo  AF  y  también  en  RH  por  la 
interacción  con  FANCD1,  FANCD2  y 
XRCC3 
[42, 43] 
I (FANCI)  ~ 1  ‐‐  15q26.1  1268 





BRIP1/BACH1)  ~ 2  2,3  17q23.1  1249 
ATPasa dependiente de ADN y helicasa de 
ADN  5’3’.  Se  une  directamente  al 




L (FANCL=PHF9)  ~ 0,2  ‐‐  2p16.1  375 
Miembro  del  complejo  “core”  con 
actividad  ubiquitin‐ligasa.  Recluta  UBE2T 
via  el  dominio  PHD  E3. Monoubiquitina 
FANCD2 y FANCI. 
[52] 
M (FANCM=Hef)  ~ 0,2  ‐‐  14q21.3  2048 
Miembro  del  complejo  “core”  con 
actividad  translocasa  y  un  dominio 




N (FANCN=PALB2)  ~ 0,7  ‐‐  16p12.1  1186 
Media  la  interacción  entre  BRCA1  y 
BRCA2  durante  la  RH.  Gen  de 
susceptibilidad a cáncer 
[54‐57] 
O (FANCO=RAD51C)  ~ 0,2  _  17q22  376 
Participa  en  varios  complejos  proteicos 
implicados en RH. Interactúa con RAD51 y 
homólogos  de  RAD51.  Gen  de 
susceptibilidad a cáncer 
[58] 
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trombocitopenia  o  leucopenia.  Posteriormente,  entre  los  5  y  10  años  de  edad  se  manifiesta 
pancitopenia  que  suele  empeorar  con  el  tiempo,  así  como  neutropenia  que  se  asocia  con  un 










A pesar de que para  todos  los pacientes de AF  se ha definido una  sintomatología  común, 
existe  una  notable  variabilidad  clínica  tanto  en  la manifestación  de  las  anomalías  congénitas  que 
expresan  como  en  el  desarrollo  del  fallo  de  médula  ósea  y  neoplasias  [69,  72].  Aunque  se  ha 
intentado  correlacionar  el  genotipo  de  cada  paciente  con  la  manifestación  clínica,  sólo  se  han 
observado unas pocas conexiones entre el fenotipo y genotipo, ya que existen otros muchos factores 





El  descubrimiento  del  fenómeno  conocido  como  mosaicismo  somático  fue  observado  en 
pacientes que no  llegaban a manifestar alteraciones hematológicas o que, a pesar de manifestarlas 
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en periodos iniciales de la enfermedad se observaba una recuperación de los valores hematológicos. 
Este  fenómeno  se  detectó  en  células  del  sistema  hematopoyético  y  se  produce  por  la  reversión 
espontánea  de  la  mutación  en  uno  de  los  alelos  del  gen  que  está  alterado  en  ese  paciente, 
generándose  una  proteína  funcional  que  permite  la  restauración  de  la  ruta  de AF/BRCA. De  este 
modo,  la  célula  revertida  presenta  un  fenotipo  equivalente  al  de  una  célula  sana  [73‐76]. A  nivel 
hematológico, si  la  reversión ocurre en un progenitor hematopoyético, éste desarrolla una ventaja 
proliferativa    que  le  confiere  la  capacidad  de  expandirse  clonalmente  e  ir  reemplazando 
progresivamente  las células defectivas en  la  ruta de AF en  la médula ósea  [77]. Así pues, en estos 
pacientes  se  produce  un  proceso  denominado  “terapia  génica  natural”  [78],  ya  que  cuando  la 




Para  explicar  la  variabilidad  fenotípica  que  presentan  pacientes  con  la misma mutación  ‐
además del fenotipo recién descrito anteriormente, en 2010 se describió por primera vez un fenotipo 
singular  que  presentaban  varios  pacientes  de  AF  en  los  que  se  observaban  algunas  de  las 
características  fenotípicas  esenciales  utilizadas  para  diagnosticar  AF  (elevado  número  de 









1.3. Principales características fenotípicas de células de AF y su uso para el 
diagnóstico de la AF. 
Puesto que los 16 genes AF tienen un papel directo o indirecto en la reparación del ADN, las 
células deficientes en alguno de éstos presentan las siguientes características fenotípicas: 
1. Hipersensibilidad  a  agentes  entrecruzantes  del  ADN  tales  como  mitomicina  C  (MMC)  y 
diepoxibutano  (DEB),  psoralenos  fotoactivados    o  cisplatino  (cis‐diaminodicloroplatino  II, 
CDDP).  El  tratamiento  con  estos  agentes  químicos  induce  un  alto  número  de  aberraciones 
cromosómicas  (roturas  cromatídicas,  roturas  cromosómicas,  cromosomas  radiales  y 
cuarradiales…),  característica  que  se  ha  utilizado  para  el  diagnóstico  de  la  enfermedad.  De 
hecho,  la  primera  herramienta  para  el  diagnóstico  de AF  fue  descrita  por  Schuler  en  1969  y 
consistió en la observación del aumento de la fragilidad cromosómica en las células de pacientes 
tras su  tratamiento con agentes alquilantes como  la MMC  [80]. Los principios de esta  técnica, 
junto  con  modificaciones  realizadas  por  Auerbach  en  1988,  siguen  siendo  los  utilizados 
actualmente para el diagnóstico  de la AF [81, 82]. 
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2. Parada del ciclo celular en G2/M. Ocurre como consecuencia directa de  la acumulación de 
horquillas  de  reparación  bloqueadas  por  la  incapacidad  que  tienen  las  células  de  AF  de 
reparar el daño producido por agentes entrecruzantes del ADN  [83‐85]. Esta  técnica  se ha 
utilizado  para  la  detección  de  la  enfermedad,  siendo  especialmente  útil  en  el  caso  de 
pacientes mosaicos. Estos pacientes son complicados de diagnosticar puesto que el estudio 
de  la  sangre  periférica  no muestra  claramente  los marcadores  fenotípicos,  por  lo  que  se 
recurre al estudio de  la parada de  ciclo  celular en G2/M en  los  fibroblastos de piel de  los 
pacientes, tras su tratamiento con agentes entrecruzantes [72, 86]. 




de oxígeno) [89] como  las existentes en  la mayoría de  los tejidos,  incluyendo el nicho de  la 
médula ósea [90, 91]. 
4. Anomalías  a  nivel  telomérico.  Los  pacientes  de  AF  poseen  telómeros  más  cortos  que 
individuos  sanos de  la misma  edad  y  además,  están  frecuentemente  alterados,  aunque  la 
actividad  telomerasa  está  aumentada  [92,  93].  Estas  observaciones  podrían  ser  debidas, 
entre otras causas, a la existencia de hematopoyesis hiperestimulada. 
5. Incremento  de  la  apoptosis.  En  las  células  de  pacientes  con  AF  se  puede  observar  un 
aumento en la producción de citoquinas pro‐apoptóticas tales como la interleuquina 6 (IL‐6) 








hematopoyéticos de AF y  se han asociado con una  regulación aberrante de  la actividad de 
Cdc42 [103]. 
7. Defecto en la monoubiquitinización y movilización  de FANCD2 a focos de reparación (foci). 
Como  ya  se  ha  explicado  anteriormente  la  monoubiquitinización  de  FANCD2  es 
imprescindible  para  que  se  recluten  las  proteínas  implicadas  en  la  reparación  de  las  ICLs 
generadas en las células. La disfunción de alguna de las proteínas responsables de formar el 




parecido  peso  molecular  aunque  diferenciables  y  la  movilización  de  esta  proteína 
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monoubiquitinada  se puede detectar mediante  inmunofluorescencia por observación de  la 
formación de  foci de FANCD2 en las zonas de daño [105]. 
2. TERAPIAS UTILIZADAS EN EL TRATAMIENTO DE LA ANEMIA DE FANCONI. 
2.1. Terapias convencionales. 
Aunque  la AF es una enfermedad  sistémica,  la mayor parte de  las de  las  terapias de estos 
pacientes se centra en  la mejora del problema hematológico de  la enfermedad, que es  la principal 




tratamientos  iniciales para disminuir el  fallo medular son principalmente paliativos,  teniendo como 
objetivo estimular la producción de células del sistema sanguíneo. Entre ellos destacamos: 
 Andrógenos:  Estimulan  la  eritropoyesis, mejorando  el  recuento  de  eritrocitos  y  plaquetas 
hasta en un 75% de los individuos [107]. El andrógeno estándar utilizado es la oximetalona y  
el  tratamiento debe  llevarse a  cabo  cuando  los pacientes presentan hematopoyesis propia 
residual  [108].  El  problema  es  que  pueden  tener  efectos  secundarios  como  la 
masculinización,  ictericia, a  la vez que se  incrementa el riesgo de  la generación de tumores 
hepáticos,  por  lo  que  se  recomienda  ajustar  la  dosis  a  la  mínima  [5,  109].  Uno  de  los 
andrógenos utilizados para el tratamiento del fallo de MO que está teniendo más éxito en la 
actualidad  es  el  danazol,  ya  que  además  de  retrasar  el  progresivo  fallo  de  MO  en  los 
pacientes, muestra muchos menos efectos secundarios [110].  
 Factores de crecimiento: Destaca la administración de G‐CSF (factor estimulante de colonias 
granulocíticas), EPO  (eritropoyetina),  IL‐3  (interleuquina 3) [111, 112].   La respuesta a estos 
tratamientos es parcial y transitoria, por lo que no se consideran como un tratamiento eficaz 
a  largo  plazo.  Además,  hay  indicios  que  señalan  que  podrían  acelerar  el  desarrollo  de 
hematopoyesis clonal (SMD/LMA) y por lo tanto aumentar el riesgo de leucemia [66], por lo 
que no se utilizan en la actualidad. 
 Transfusiones: Se suele utilizar de  forma paralela al  tratamiento con andrógenos y aunque 
mejoran el estado del paciente a nivel hematológico, se correlacionan con una menor eficacia 
del trasplante posterior. 
El  tratamiento  ideal  es  el  trasplante  alogénico  de  células  madre  hematopoyéticas  o 
progenitores hematopoyéticos obtenidos de médula ósea,  sangre de cordón umbilical o movilizados 





El donante  ideal de progenitores hematopoyéticos es un donante  familiar con HLA  (Human 
Leukocyte Antigens) idéntico al del paciente. En este caso la supervivencia lograda es superior al 75% 
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durante  los  primeros  5  años  post‐trasplante  [113‐116].  En  el  caso  de  que  los  progenitores 
hematopoyéticos  provengan  de  un  donante  alternativo  la  supervivencia  se  reduce  de  forma 
significativa  en  función  del  grupo  de  riesgo  del  paciente  [117‐119].  Los  pacientes  de  AF  son 
extremadamente  sensibles  a  la  toxicidad  que  presentan  los  regímenes  de  acondicionamiento 
comúnmente  utilizados  para  el  trasplante  de médula  ósea  (TMO),  tales  como  la  quimioterapia  y 
radioterapia,  debido  a  los  defectos  que  presentan  en  reparación  del ADN;  por  lo  que  uno  de  los 
obstáculos de esta  terapia  lo constituye el propio  régimen de acondicionamiento, por  lo que se ha 
investigado en esta dirección para encontrar un régimen de acondicionamiento adecuado. En 1984 se 
realizó  el  primer  régimen  de  acondicionamiento  con  éxito  y  consistía  en  una  dosis  baja  de 
ciclofosfamida  (CY) y una única dosis de  irradiación  total del cuerpo  [120]. Desde entonces  se han 
desarrollado protocolos de acondicionamiento dirigidos a  limitar el uso de  radiación y disminuir el 
riesgo  de  cáncer  a  largo  plazo  [108].  Actualmente  se  tiende  a  utilizar  regímenes  suaves  de 
acondicionamiento  utilizando  fludarabina,  un  antimetabolito  de  alto  efecto  inmunosupresor,  que 
limita  la  incidencia de enfermedad  injerto contra huésped  (EICH)  [121]. En el caso de donantes no 
emparentados uno de los protocolos de acondicionamiento que mejores resultados está cosechando 
es  el  que  incluye  fluradabina  y  depleción  de  células  T  [122,  123]  y  otro  desarrollado  por  la Dra. 
MacMillan en 2009 en el que  se aplica una dosis de  irradiación  total del cuerpo menor de 300 Gy 






donantes  alternativos,  aún  existe una  significativa mortalidad  y morbilidad  [119] debido  a 
que todavía hay que lidiar con problemas como el fallo de injerto, toxicidad relacionada con 
el  régimen  de  acondicionamiento,  enfermedad  injerto  contra  huésped  e  infecciones 










2.2. Terapias experimentales para el tratamiento de AF. 
La falta de donantes para determinados tipos de pacientes, ya que de promedio sólo un 25% 
de  los  pacientes  puede  beneficiarse  de  un  donante  de  familiar  HLA‐idéntico,  ha  contribuido  a  la 
búsqueda de  terapias  alternativas.  Entre  estas  terapias debemos distinguir  entre  las que  se  están 












 Utilización  de  anti‐TNFα:  Como  ya  se  ha  mencionado  anteriormente,  las  células  de 
pacientes  de  AF  presentan  un  sobreproducción  de  TNFα  que  induce  la  apoptosis  de 
células de la MO. Se han realizado dos ensayos clínicos diferentes (en Génova, Italia y en 
Cincinnati,  EEUU)  en  los  que  se  ha  utilizado  el  etanercept,  una  proteína  dimérica  de 
fusión que  es  capaz de  inhibir  el  TNFα,  con  el objetivo de determinar  si  este  fármaco 





Estudios  recientes  muestran  que  la  reducción  de  ROS  con  antioxidantes,  como  el 
resveratrol, el ácido α‐lipoico o la N‐acetilcisteína (NAC), corrige parcialmente el fenotipo 





3. Terapia  génica  en  CMHs:  Aunque  aún  no  se  está  aplicando,  consistiría  en  el  trasplante  de 
células  madre  hematopoyéticas  del  propio  paciente  cuyo  defecto  haya  sido  corregido 
previamente mediante terapia génica [130]. El que se elijan las CMH como diana de la terapia 
se debe a que el sistema hematopoyético es un sistema altamente  jerarquizado, en el cual a 
partir  de  una  pequeña  población  de  CMH  (con  capacidad  pluripotente,  alta  capacidad  de 
autorrenovación y baja tasa de proliferación) se generan los progenitores comprometidos que 
a su vez darán  lugar a todos  los  linajes hematopoyéticos. De ello se deduce que  la corrección 
del  gen  de  AF  en  las  CMH  implicaría  que  todas  las  células  de  los  diferentes  linajes 
hematopoyéticos  se  corrigieran.  La  idea  de  que  la  terapia  génica  pueda  ser  eficaz  en  los 
enfermos con AF que no disponen de un donante HLA  idéntico  se basa en varias evidencias 
previas: 
 La  AF  es  una  enfermedad  monogénica  y  de  herencia  recesiva,  por  lo  que  la 
introducción de una  única copia del gen hace posible la corrección del fenotipo. 






del defecto  genético de una única CMH podría  revertir  el  fenotipo hematológico.  El 
mosaicismo somático sería, por tanto, un ejemplo de terapia génica natural [77, 133]. 
Así pues,  la  terapia génica en AF  se apoya en  la evidencia de  la existencia de una ventaja 
selectiva  que  presentan  las  células  corregidas,  de  modo  que,  transduciendo  de  manera 
estable  un  porcentaje  relativamente  bajo  de  CMHs  con  el  gen  terapéutico,  podríamos 
corregir toda la población hematológica, ya que este gen se transmitiría a todos los linajes del 
sistema [134]. 
4. Terapia  génica  en  células  reprogramadas.  Las  células madre pluripotentes  inducidas  (iPSCs,  
del inglés induced pluripotent stem cells) son células indiferenciadas pluripotentes generadas a 











se  basa  en  la  generación  de  ratones  knockout,  en  los  cuáles  se  deleciona  por  recombinación 
homóloga  (HR)  en  células madre  embrionarias  (CMEs)  parte  del  ADN  del  gen  del  que  se  quiere 
interrumpir su función.  En la AF se han desarrollado diversos modelos animales deficientes en alguno 
de los genes implicado en la ruta de AF (Tabla 2). 
Aunque  la mayor parte de  los modelos desarrollados muestran  características  típicas de  la 
enfermedad  tales  como  hipersensibilidad  de  las  células  a  agentes  entrecruzantes  del  ADN  y  en 
algunos casos a citoquinas como TNFα e IFNү, no existe hasta la fecha ningún modelo de ratón de AF 
(con deficiencia en un único gen de la ruta AF) que reproduzca el fallo de la médula ósea observada 
en  los pacientes. De hecho,  sólo  en  el modelo de  ratón de AF‐P  (ratón Btbd12‐/‐)  se observa una 
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Gen FA  Exon  Referencia  Principales Características 
Fancc  8  [140] 











Fanca  1‐6  [144]  Defectos  en  la  fertilidad  e  incremento  de  apoptosis  en  la  línea  germinal.  Con  anomalíascongénitas como crecimiento retardado y malformaciones craneales. 
Fancg  2‐9  [145]  Fertilidad  reducida y  supervivencia mendeliana. Linfocitos de bazo, progenitores de  la MO y fibroblastos mostraron roturas cromosómicas espontáneas y son sensibles a MMC. 
Fancl  4‐14  [146]  Letalidad embrionaria. Peso reducido de los embriones al nacer. 
Fancf  1  [147]  Fertilidad y supervivencia reducida. Hipersensibilidad a agentes entrecruzantes  e incapacidad de monoubiquitinar FANCD2. Incremento de la incidencia de tumores. 
Fancm  2  [148]  Hipogonadismo.  Hipersensibilidad  a   MMC  en  fibroblastos.  Incremento  de  la  incidencia  decáncer. 
Fancd2  26‐27  [149]  Fertilidad afectada por pérdida de  la  línea germinal. Letalidad perinatal. Sensibilidad celular a agentes entrecruzantes del ADN. Presentan microftalmia y canceres epiteliales. 
Fancd1 
(Brca2∆27/∆27)  27  [150] 









Letalidad  embrionaria  cuando  son  Rad51C‐null.  Si  no,  muestran  crecimiento  y  desarrollo 




senescentes prematuramente,  inestabilidad  cromosómica espontánea y  son hipersensibles a 
agentes  entrecruzantes  del  ADN.  Tendencia  a  desarrollar  citopenias  sanguíneas  (glóbulos 
blancos y plaquetas). 
Usp1    [154]  Infertilidad masculina.  Elevada  letalidad  perinatal. Hipersensibilidad  a MMC  e  hipoplasia  en MO. 
Fancd2/p53    [155]  Incremento  de  la  incidencia  de  tumores  respecto  al mutante  simple.  La  supresión  de  p53 impide la parada de las células en fase S debido a estrés genotóxico. 
Fancc/ Sod1    [138] 
Hepatocitos con  producción  incrementada  de  superóxido  in  vitro. Hipocelularidad  en MO  y 
descenso  del  número  de  leucocitos  y  eritrocitos  en  SP.  El  número  de  progenitores  linaje 
positivo estaba reducido y el crecimiento clonogénico  in vitro de colonias eritroides, mieloides 
y linfoides B tempranas comprometido. 
Fancc/p53    [156]  Desarrollo de tumores más rápido que en los mutantes simples. 
Fancd2/Mlh1    [157]  Crecimiento retardado. Sensibilidad a MMC. 
Fancc/Fancg    [158]  Presenta anemia aplásica. Desarrolla LMA y SMD. Presenta anomalías cromosómicas. 
Fancd2/Aldh2    [139] 
Defectos en el desarrollo, predisposición a leucemia y son susceptibles los efectos tóxicos del 
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de  la enfermedad hematológica, es necesario desarrollar nuevos modelos que mimeticen  todas  las 
características de la patología. 
Una  posible  alternativa  sería  la  generación  de  modelos  animales  humanizados 














sería  útil  desarrollar  un modelo  knockdown  regulable  del  gen  FANCA mediante  el  trasplante  en 
ratones inmunodeficientes de células hematopoyéticas humanas interferidas para el gen FANCA. 
Como es sabido, el trasplante de células humanas con fenotipo de AF debe ser realizado en 
ratones  inmunodecificientes  como  los  NOD/SCID  o  NOG.    Los  ratones  NOD/SCID  tienen  severas 
deficiencias en la inmunidad innata y adaptativa, pérdida funcional de células B y T y baja actividad de 
las  células NK  [159].  Los  ratones NOG  (NOD/Shi‐scid  IL2rgnull)  no  poseen  ninguna  actividad  de  las 
células  T,  B,  ni  de  las NK.  Aunque    ambos modelos  son  adecuados  para  el  trasplante  de  células 
humanas los ratones NOG han demostrado mayor eficacia que los NOD/SCID en el injerto de células 
humanas  [160,  161].  Estos  tipos  de  ratones  inmunodeficientes  permiten  generar  modelos  de 
enfermedades y su estudio in vivo a largo plazo. 







disminución  de  la  expresión  de  un  gen mediante  ARNs  de  interferencia  (ARNis).  Para  lograr  una 
inhibición  a  nivel  de ARN mensajero  (ARNm)  del  gen  diana  se utilizan  principalmente  siARNs  (del 
inglés small interfering RNA) y shARN (del inglés short hairpin RNA). 
 
4.1. Sistemas de  represión de la expresión génica: Biología de ARNis. 
El proceso  seguido por  los ARN de  interferencia  (ARNi)  fue observado por primera  vez en 
células de  las gónadas del nematodo Caenorhabditis elegans  [162]. Este  sistema de  silenciamiento 







diferentes dependiendo de su ruta de biogénesis,  los ARNs pequeños de  interferencia  (siARNs),  los 
microARNs  (miARNs) y  los ARNs asociados a PIWI  (piARNs)  [167]. Estos  tres  tipos de ARNs poseen 
diferentes  funciones y estructura,  sin embargo, aún no  se  conocen demasiado bien  las diferencias 
existentes en sus rutas. De forma general, los tres tipos de ARNis son procesados mediante una ruta 
que  se  subdivide  en  tres  pasos  principales  que  consisten  básicamente  en  la  biogénesis  de  los 
pequeños  ARNs  para  formar  ARNis,  su  posterior  carga  en  el  complejo  enzimático  silenciador  que 
mediará,  en un último paso, el silenciamiento de ARNm de forma específica. 
La posibilidad de  silenciar un producto génico  suscitó el  interés de muchos  investigadores, 
por  lo que se comenzó a desarrollar una tecnología dirigida a  la generación de moléculas de ARNis. 
Existen varios modos de generar moléculas de ARN de  forma artificial para  lograr el silenciamiento 
génico.  Históricamente,  el  primer método  descrito  involucraba  el  uso  de  largos  ARNbcs  (>30nt), 






De  forma  general,  los  tres  tipos  de  ARNis  constituyen  una  herramienta  eficaz  para  el 
silenciamiento génico, por  lo que  se han utilizado en múltiples  investigaciones. Para que el efecto 
deseado  de  reducción  de  una  diana  génica  tenga  lugar  con  éxito  deben  controlarse  ciertos 
parámetros  para  que  no  ocurran  efectos  indeseados.  Entre  estos  factores  que  hay  que  tener  en 
cuenta  destacan  la  especificidad  por  la  diana  [170],  la  limitación  de  la maquinaria  encargada  del 
procesamiento  de  los  ARNis  cuando  se  quieren  silenciar  varios  genes  en  el  mismo  organismo 
mediante el uso de distintos ARNis, y asegurarnos de que los ARNis introducidos ectópicamente en la 
célula no influyen en el procesamiento de los ARNis endógenos [171, 172]. 
A continuación  se explicarán en detalle dos de  los  tipos de ARNis con más  relevancia para 
nuestro trabajo. 
 




ésta a través de diversos métodos, como por ejemplo  la transfección o  inyección  [164]. Los siARNs 
endógenos se generan a partir de una ARN largo bicatenario (ARNbc) tras el procesamiento por parte 
de  la  enzima Dicer  que  pertenece  a  la  familia  de  la  ribonucleasa  III  [174,  175], mientras  que  los 





































de  longitud  desencadenaría  una  respuesta  a  interferón  fatal  para  la  célula.  Debido  a  esto  se 
desarrollaron  las horquillas pequeñas de ARN  (shARN) que son capaces de desencadenar de  forma 
endógena la respuesta a ARNi [178].  
Las  horquillas  pequeñas  de ARN  (shARN)  se  utilizan  para  silenciar  genes,  para  lo  cual  son 
diseñadas previamente para reconocer una diana específica y clonadas en plásmidos. Estos plásmidos 
pueden  ser  introducidos  en  la  célula mediante  transfección  (plásmido  desnudo)  o  a  través  de  un 
vector  viral  (transducción).  Se  diferencian  de  los  ARN  pequeños  de  interferencia  (siARN)  en  que 
pueden integrarse en el genoma del organismo si son introducidos a través de vectores integrativos 
y, por lo tanto, su expresión puede ser estable a lo largo del tiempo, mientras que los siARN que son 
transfectados  terminan  siendo  degradados  en  el  citoplasma  y  tienen,  por  lo  tanto,  una  acción 
transitoria en la expresión génica. 
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Estos  shARNs  se  caracterizan    por  poseer  una  estructura  en  la  cual  encontramos  un  pie  o  tallo 
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Como  promotores más  específicos  de  los  shARNs  se  han  descrito  los  promotores  de ARN 
polimerasa  III  (Pol  III),  especialmente  los  derivados  del  ARN  pequeño  nuclear  (snARN)  U6  y  el 
promotor H1 [179, 180] 
Los shARN pueden realizar su inhibición mediante su unión a: 
 Regiones  codificantes  del  ARN:  La  región  del  ARN  transcrita  a  partir  del  ADN  codificante 
(ADNc). 
 Regiones  no  codificantes  del  ARN:  Se  diseñan  frente  a  la  secuencias  UTR  (unstranlated 
region), que son regiones no codificantes del gen. Existen dos de estas regiones adyacentes al 
marco abierto de  lectura (ORF) del gen, denominadas como 5’‐UTR y 3’‐UTR. A pesar de ser 
regiones  no  codificantes  son  muy  importantes  en  la  regulación  de  la  expresión  génica, 
además de estar implicadas en una adecuada expresión temporal y espacial de los genes. Hay 





4.2. Mecanismos para realizar la inhibición estable de la expresión de un gen 
utilizando vectores que portan shARNs. 
Como  se ha mencionado,  la  introducción de  los  shARNs en  la  célula a  través de un vector 
integrativo permite  la  inserción estable de  la secuencia codificante del shARN en el ADN celular, de 
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modo  que  pueden  ejercer  su  función  supresora  en  la  célula  durante  un  tiempo  indefinido.  La 
introducción de estos genes codificantes de shARNs se puede realizar a través de distintos tipos de 
vectores,  entre  los  cuales  destaca  el  uso  de  vectores  virales  de  la  familia  Retroviridae  cuyas 
características  son  explicadas  posteriormente.  Uno  de  los  sistemas  virales  más  utilizados  en  la 
actualidad  para  la  inhibición  estable  de  genes,  ha  sido  la  utilización  de  vectores  lentivirales  que 
expresan el shARN específico para la inhibición de un gen deseado. 






























Los  sistemas no  regulables  sólo  se pueden utilizar  cuando    la  inhibición del  gen diana por 






La  terapia  génica humana  se define  como una modalidad  terapéutica mediante  la  cual  se 
inserta, se elimina o se sustituye un determinado gen en las células de un paciente para corregir un 
defecto genético o para dotar a las células de una nueva función. Este tipo de terapia se puede llevar 




Este  tipo de  terapias  se han visto  favorecidas  respecto a  las  terapias  in vivo  [183, 184] porque  los 
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 CMHs.  Hasta  el  momento  los  mayores  logros  conseguidos  en  este  tipo  de  terapia  se  ha 
conseguido utilizando células madre hematopoyéticas  (CMHs)  [185]. Así pues,  la  terapia génica 
con CMH autólogas  supone, hoy día, una opción  terapéutica  viable para el  tratamiento de  las 





 Otras  células madre  somáticas  como  células madre epidérmicas o  límbicas  [195, 196],  células 
madre  o  progenitores  neurales  [197,  198],  células  madre  cardiacas  [199]  y  células  madre 
mesenquimales [200, 201]. 
 




 Adición  génica:  Consiste  en  la  introducción  de  una  copia  correcta  del  gen  funcional  para 
conseguir  la  expresión  de  la  proteína  deficiente  en  el  paciente  en  un  tejido  específico.  La 
expresión de  la proteína debe alcanzar un nivel adecuado para restaurar el fenotipo sano en el 







ejemplo,  utilizando  ARNs  de  interferencia,  la  expresión  de  un  determinado  gen  endógeno  o 
exógeno [202]. Su aplicación es útil, por ejemplo en algunos tipos de cánceres, en  los cuáles se 




por  el  gen  correcto.  La  restauración del  fenotipo  se puede  llevar  a  cabo o bien  sustituyendo 
completamente  el  gen  endógeno  defectuoso  por  una  copia  funcional  (generalmente  ADNc) 
mediante recombinación homóloga, un proceso que de forma natural ocurre con baja eficiencia 
en  las células; o bien mediante el  intercambio de  los nucleótidos mutados de  la secuencia del 
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gen  por  los  nucleótidos  correctos  para  así  generar  una  copia  funcional  del  gen.  Esta  última 





1. La  elección  del  vector:  En  enfermedades  como  la AF,  uno  de  los  factores  a  tener  en  cuenta 
cuando se realiza terapia génica es el de encontrar un sistema adecuado para introducir el ADN 



































Espumavirus  ADN  Estable  SI  Mitosis/ Quiescentes  <10kb  10
6‐107  Es islas CpG  NO 
Virus adeno 
asociados (AAVs)  ADN  Estable  NOserotipos  Mitosis/ Quiescentes  <5kb  1012  NO  NO 
Adenovirus (AdV)  ADN  Transitoria  NO  Mitosis/ Quiescentes  <32 kb  1014  Preferencia cr. 19  SI 
Virus Herpes 









Puesto  que  los  vectores  de  la  familia  Retroviridae  han  sido  los más  utilizados  en  terapia 
génica para la expresión estable de un determinado transgén, y han sido utilizados por nosotros a lo 
largo de todo este trabajo, vamos a explicar un poco más en profundidad sus características. Los virus 




 Vectores  gammaretrovirales  (RV):  Estos  vectores  han  sido  ampliamente  desarrollados  para  su 
utilización en protocolos de terapia génica. Sin embargo, presentan varios  inconvenientes como 
son  el  que  no  pueden  infectar  células  en  estado  quiescente  y  que  presentan  riesgo  de 
oncogénesis insercional por transactivación génica próxima al sitio de la integración [213, 214]. 
 Vectores  lentivirales  (VL):  El  representante  más  conocido  de  los  lentivirus  es  el  virus  de  la 
inmunodeficiencia  humana  (HIV)  por  ser  el  agente  causal  del  síndrome  de  inmunodeficiencia 
adquirida  (SIDA).  Su principal  ventaja  frente  a  los RV  es que pueden  infectar  tanto  células  en 




este modo  son más  eficaces que  los RV para  la  transducción de CMH,  ya que  en  condiciones 
fisiológicas las CMHs de un individuo sano se encuentran en estado quiescente, por lo que no se 
requiere  una  prolongada  pre‐estimulación  ex‐vivo  de  las  células,  lo  cual  comprometería  su 
multipotencia  [217‐219].     Además  se  ha  demostrado  que  estos  vectores  lentivirales  son más 
seguros clínicamente, pues tienen menos riesgo de producir oncogénesis insercional [220‐223] ya 












Los  lentivirus  son genéticamente más complejos y poseen  seis genes auxiliares: Tat, Rev, Vpr, 
Vpu, Nef y Vif, de los cuales sólo Tat (estimula la trascripción del genoma viral) y Rev (facilita la 
exportación  al  citoplasma de  los ARNm  virales)  son esenciales para  la expresión de  los genes 
















de VL debido a  la elevada  toxicidad de  la envuelta VSV‐G,  la más utilizada, y de alguna de  las 
proteínas  auxiliares  de  los  VL  [213,  225,  226].  Por  ello,  la  información  genética  para  la 
producción de  sobrenadantes  (SN)  lentivirales es aportada por  tres plásmidos  (SN de  segunda 
generación) o por cuatro (SN de tercera generación) que serán los que nosotros utilicemos en el 
presente trabajo [227, 228]. Estos plásmidos  poseen las siguientes características: 
‐ Plásmido de transferencia:     Genera un vector autoinactivante   en el que se han eliminado 
todas  las  secuencias  esenciales  para  la  integración  que  se  pueden  suministrar  en  trans 
incluidas  en  el plásmido  empaquetador. Además  se ha delecionado una  secuencia de 400 
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pares de bases (pb) en  la región U3 de  la LTR3’. Todo esto hace que el provirus (integrado) 
















un gen exógeno en el genoma humano [6] tienen como  inconveniente principal que  la  inserción 
del ADN exógeno en  zonas del genoma pueden  interrumpir o modificar  la expresión de  ciertos 
genes endógenos, causando un fenotipo anómalo por mutagénesis  insercional. Este hecho, en el 
caso de terapia en humanos, ha supuesto un problema de seguridad más acuciado en el caso de la 
utilización  de  retrovirus,  pero  que  parece  estar muy  limitado  si  utilizamos  VLs  [231].  Por  ello, 





ha  observado  que  en  tejidos  relativamente  quiescentes  como  cerebro,  corazón  o músculo,  los 
vectores  episomales  pueden  permanecer  activos  durante  toda  la  vida  de  un  ratón  [236].  Sin 
embargo, para tejidos como el hematopoyético, donde existe un alto recambio celular, es mejor 
utilizar vectores que permitan la integración estable del ADN exógeno en el genoma. 
2. Eficiencia de  la  transferencia génica: Es un  factor de vital  importancia, ya que puede  limitar  la 
obtención de resultados positivos en las aplicaciones terapéuticas. 




diferentes  vectores  [237‐239].  Las  inserciones  más  peligrosas  son  aquéllas  que  generan 
mutaciones de ganancia de  función  como  la activación de protoconcogenes que  se encuentran 
flanqueando  el  sitio  de  inserción.  Esto  es  debido  a  los  elementos  potenciadores  (enhancers)  y 
promotores que hay en el vector, o por un splicing aberrante del transcrito del vector [240, 241]. 
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En  la familia de  los retrovirus existen estas señales por  lo que estos eventos ocurren con mayor 
frecuencia  ya  que  tienden  a  integrarse  en  unidades  de  transcripción;  sin  embargo,  hay  que 
diferenciar entre los distintos géneros de virus dentro de esta familia, ya que mientras que los γ‐
retrovirus  tienen  tendencia a  integrarse  cerca de promotores de genes activos,  los  lentivirus  lo 
hacen a  lo  largo de  toda  la secuencia  [208, 242]. Por ello, en vectores  integrativos, como  los  γ‐
retrovirus y  lentivirus, se han  incluido mejoras  tales como  la  inactivación de  las de  repeticiones 
largas  terminales  (LTRs, del  inglés  long  terminal  repeats),   el uso de promotores  internos con  la 
actividad o  especificidad  celular deseada para dirigir  la  expresión del  transgén,  y  finalmente  la 








la  expresión  del  transgén.  Así  por  ejemplo,  los  γ‐retrovirus  tienden  a  silenciarse  debido  a  la 
metilación  en  las  LTRs,  mientras  que  los  vectores  lentivirales  autoinactivantes,  con  las  LTRs 
modificadas,  tienden a expresarse más establemente  [243]. Otro  factor a  tener en cuenta es  la 
elección del promotor, dependiendo de si queremos que el transgén se exprese de forma ubicua 
(se  utilizarán  promotores  como  el  del  gen  fosfoglicerato  quinasa,  la  ubiquitina  o  el  factor  de 
elongación 1α) o bien lo haga de forma específica en un tejido o tiempo determinado. El nivel de 
expresión también se ve afectado por el estado de diferenciación celular, ya que dependiendo de 
las marcas epigenéticas y  la remodelación de  la cromatina,  la estabilidad   de  la expresión puede 
verse alterada. Actualmente se han diseñado estrategias dirigidas a controlar  la expresión de  los 
transgenes en determinados estadíos de la célula (diferencian entre células madre o progenitores 
y  células maduras)  o  entre  diferentes  linajes,  incluyendo  para  ello  en  los  vectores  promotores 




un  protocolo  de  terapia  génica  es  la  activación  de  la  respuesta  inmune  del  huésped  frente  al 
producto del  transgén o  a  las envueltas  virales. Aunque  se está estudiando mucho  al  respecto 
[246‐250], una de las mayores dificultades es que actualmente  no es posible predecir la respuesta 
innata  y  antígeno  dependiente  de  humanos  a  través  de  estudios  que  se  realizan  en modelos 
animales. 
 
5.2. Terapia Génica Dirigida. 
La  ingeniería genética dirigida o gene  targeting permite  interrumpir,  insertar o  reemplazar 
una secuencia del genoma en un determinado locus de forma específica. Como ya se ha mencionado 




‐  Una  primera  estrategia,  denominada  corrección  genética,  consistiría  en  hacer  cambios 











a  la  facilidad  que  presenta  la manipulación  y  selección  de  células madre  embrionarias  en  cultivo 
[251]‐ es necesario  la  aplicación de  sistemas de  selección de  las  células en  las que ha ocurrido  la 




a cabo  la corrección genética. Debido a esto, durante  los últimos años, una parte  importante de  la 
investigación enfocada al aumento de  la eficiencia de  la  terapia génica  se basa en  la búsqueda de 
estrategias  que  aumenten  la  tasa  de  RH  y  de  nuevas  fuentes  celulares  que  nos  permitan  su 
manipulación  in  vitro.    El  conjunto  de  estas  técnicas  cobran  especial  importancia  en  el  caso  del 







tras  la realización de experimentos en  los que agentes que  inducían daño en el ADN estimulaban el 
intercambio homólogo entre cromátidas hermanas [253]. Así pues, basados en estos hechos y en el 
descubrimiento  de  que  la  recombinación  natural  en  levaduras  se  iniciaba  por  roturas  de  doble 




Así  pues,  para  poder  llevar  a  cabo  técnicas  de  ingeniería  genética  dirigida  es  necesaria  la 
generación  de  DSBs  en  los  lugares  deseados  ya  que  aumentan  la  eficacia  de  RH.  Las  DSBs 
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cromosómicas  pueden  generarse  tanto  debido  a  fuentes  endógenas  como  exógenas.  De  forma 
natural,  las DSBs, se producen espontáneamente durante  la síntesis de ADN cuando  la horquilla de 
replicación  se  encuentra  con  un  molde  de  ADN  dañado  y  durante  ciertos  procesos  celulares 
especializados. De forma exógena se pueden inducir exponiendo las células a radiación ionizante, luz 






vías de  reparación  caben destacar NHEJ  y RH  [259]. De  forma  artificial,  la  generación de DSBs  en 
lugares  específicos  del  genoma  utilizando  nucleasas  inducen  estas  dos  vías  de  reparación, 






DSBs  en  mamíferos,  ocurriendo  en  una  relación  de  1000:1  frente  a  la  RH  [261].  Esta  ruta  de 
reparación se utiliza durante todo el ciclo celular, pero es más relevante durante las fases G0‐G1 y fase 
S temprana [262, 263]. La maquinaria proteica de la ruta canónica de NHEJ permite que los extremos 
de ADN  se encuentren próximos  facilitando que  los dos extremos  se  liguen enzimáticamente para 
completar  el  proceso  de  reparación.  De  forma  resumida,  el  complejo  proteico  herodimérico 
Ku70/Ku80 se une con alta afinidad al extremo del ADN [264, 265] y recluta la PKcs‐ADN (subunidad 
catalítica  proteína  quinasa  dependiente  de  ADN)  y  activa  su  función  quinasa  [266].  Esta  proteína 
junto  con  la  proteína  Artemis  puede  estimular  el  procesamiento  de  los  extremos  de  ADN  [267]. 
Finalmente,  el  complejo  XRCC4‐ADN  ligasa  IV,  aunque  no  forma  un  complejo  estable  con  el ADN 
interactúa de forma estable con el complejo ADN‐Ku y lleva a cabo el paso de ligación para completar 
la reparación del ADN [268] (Fig. 6). 
A pesar de  ser un mecanismo de  reparación  eficaz,  el NHEJ  innato no utiliza  la  secuencia 
homóloga para  restaurar  la DSBs, por  lo que, con  frecuencia se  introducen errores consistentes en 





1) Eliminación  de  genes  o  generación  de  knockouts:  El  uso  más  amplio  que  se  le  ha  dado  al 































une  los  extremos  de  ADN  formados  tras  una  DSB  y  los  acerca,  
permitiendo el reclutamiento de ADN‐PKcs  en los extremos. La sinapsis de 
ADN‐PKcs    dispara  su  fosforilación,  alterando  su  conformación,  lo  que 
permite  el  reclutamiento  de  Artemis  y  de  otros  factores  como  la  ADN 





con  frecuencia destruyen  la  función del 
gen de forma directa. 
‐ Al contrario de  lo que ocurre en el caso 
de  la  RH  no  se  necesita  introducir 
simultáneamente un vector donador de 
ADN  junto  con  las  nucleasas  para 
eliminar un gen, por lo que la eficacia de 
eliminación  de  la  función  génica  es 
mayor y el proceso más sencillo cuando 
se utiliza la vía de NHEJ. 
La  supresión  de  genes  utilizando 
nucleasas  se  ha  realizado  con  éxito  en 
múltiples modelos  animales  y  células  de 
mamíferos.  Por  ejemplo,  la  inyección 
directa  de  ARNm  que  codifica  dedos  de 
Zinc  (del  inglés,  Zinc  Finger  nucleases, 
ZFNs)  en  embriones  de  una  única  célula 
se ha establecido como una herramienta 
eficiente  y  rápida  para  generar modelos 
animales  KO  para  un  gen  [204].  Este 
mecanismo ha sido utilizado con éxito en 
Drosophila,  pez  cebra,  rata  y  modelos 
animales  para  enfermedades  humanas 
[270‐277]. Puesto que los ZFN se dirigen a 
un embrión de una única célula que generará un organismo completo, se puede esperar una alta 
tasa de eliminación del gen diana  tanto en  las células somáticas como en  las células de  la  línea 
germinal  que  sean  hijas  directamente  de  esta  célula  KO,  en  comparación  con  los  métodos 
tradicionales de generación de modelos animales KO. 
La aplicación más frecuente, en cultivos celulares de mamíferos, consistente en la eliminación de 
los  genes mediada por NHEJ  se ha  llevado  a  cabo mediante  la  expresión  transitoria de  ZFNs  a 
través de diferentes mecanismos tales como la transfección química, la electroporación, el uso de 
vectores lentivirales deficientes en integración o ARN para la expresión de los ZFN [205, 278, 279]. 
La  frecuencia de  generar un KO utilizando  esta  aproximación  va desde  el 1  al 50%,  lo que,  en 
algunas ocasiones, elimina  la necesidad de  seleccionar  las  células  con  la  correcta manipulación 
genética mediante el uso de drogas. 
2) Eliminación  y  reordenamientos  de  fragmentos  cromosómicos:  Cuando  se  inducen  dos  DSBs 
simultáneas  la  reparación  por  NHEJ  pueden  conducir  a  la  eliminación  de  un  fragmento 
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cromosómico  (las dos  roturas ocurren en el mismo  cromosoma) o a una  translocación  (las dos 
roturas se producen en diferentes cromosomas) [280‐283] 
3) Introducción  de  pequeños  fragmentos  de  ADN  en  el  genoma:  Consiste  en  la  introducción  de 
fragmentos  pequeños  de  ADN  con  extremos  salientes  generados  adecuadamente  para  que 
cuando sean  introducidos en una célula  junto con  los ZFN éstos se  integren en el sitio de  la DSB 
[284]. 






dentro  de  la  reparación  por  homología  directa  (RHD)  junto  con  el  SSA  (del  inglés,  single‐strand 
annealing)  y  BIR  (el  inglés,  break‐induced  replication)  pero,  mientras  que  estos  dos  últimos 
mecanismos  son mutagénicos,  la  RH  es  una  reparación  conservativa  de  las DSB.  A  diferencia  del 
NHEJ,  la  reparación  de  dobles  roturas mediada  por  RH  implica  el  uso  de  un molde  de  ADN  con 
homología [285]. 
De  forma muy  resumida, el mecanismo de RH entre  secuencias homólogas  se  inicia con  la 
unión  del  complejo  MRN  (Mre11‐Rad50‐Nbs1)  al  ADN  seguida  de  la  unión  de  CtPI,  actuando 
posteriormente la exonucleasa humana I (hExo1) que se encarga de la resección de los extremos de 
ADN  en  dirección  5’3’  para  producir  extremos  3’  salientes  de  ADN  de  cadena  sencilla.  Estos 
extremos quedan expuestos para su unión con la proteína de replicación A (RPA) antes de que Rad51 
comience  la búsqueda de homología. Cuando una  secuencia homóloga es detectada  se produce el 
proceso de RH a través de la formación y resolución de una unión Holliday [286] (Fig. 7).  
Antes de la existencia de la tecnología de las nucleasas ya se utilizaba la RH para introducir un 







Algunas de  las aplicaciones más  interesantes de  la RH  como vía de  reparación de  las DSBs 
inducidas por ZFNs son: 
1) Eliminación de genes  (KO): Consiste en  la  interrupción del gen  con una  secuencia exógena que 
normalmente  porta  un  gen  de  selección,  lo  cual  permite  la  identificación  y  aislamiento  de  las 
células en las que se ha producido la alteración deseada en el gen. 
2) Adición  génica dirigida  y  reparación  génica: Debido  a que  el material  genético  se  introduce de 
forma fidedigna en el sitio deseado, se ha utilizado esta estrategia para la adición y la corrección 
génica dirigida, tanto en células diferenciadas humanas en cultivo [288], como en células madre 




















establecido  como  una  herramienta  clave  para  modificar  de  forma  específica  el  genoma  de 
distintos organismos [251, 291]. Para que este proceso ocurra se precisa  la presencia de un ADN 
donador  que  contenga  secuencias  de  ADN  homólogas  a  la  secuencia  diana  y  que,  tras  su 
introducción  en  la  célula,  permita  que  haya  un  intercambio  de  información  genética  entre  la 
secuencia  diana  y  la  introducida  ectópicamente  [292].  A  pesar  de  que  teóricamente  esta 
estrategia parece perfecta, la técnica está limitada al sistema en el que se quiera realizar la RH, ya 






BARD1 ayuda a  la  resección de  los  extremos. El ADNmc  se une a  la proteína RPA que evita  la  formación de estructuras  secundarias  y 








través de  las  rutas de  reparación del ADN.  Estos  se dividen  en  cinco  categorías que  se detallarán 
brevemente en la tabla abajo descrita (Tabla 4). 
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Oligonucleótidos  formadores  de  tripletes,  del  inglés  Triplex‐forming  oligonucleotides.  AAVs:  Virus  adeno‐asociados,  del  inglés  adeno‐
associated viruses. RHD: Reparación por homología directa, MMR: Reparación por desapareamiento de bases (del inglés mismatch repair), 






en  nuestro  trabajo  se  han  utilizado  las  nucleasas  como  herramienta  para  llevar  a  cabo  la  terapia 
génica  basada  en  la  adición  genética,  en  particular  del  gen  FANCAen  el  genoma  de  células  de 
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6. CARACTERÍSTICAS  Y  APLICACIONES  DE  LAS  NUCLEASAS  EN  INGENIERÍA 
GENÉTICA. 
Como  se  ha  mencionado  en  el  apartado  anterior,  las  nucleasas  fueron  una  de  las 
herramientas  generadas  para  solventar  el  problema  de  la  inserción  génica  al  azar  y  permitir  la 
modificación específica del genoma. Se diseñaron para  introducir de forma específica una rotura de 
doble  cadena  (DSB)  en un  sitio  concreto del ADN que  tras  ser  reparada por RH o NHEJ permiten 
modificaciones  dirigidas  en  el  genoma  [313].  Dependiendo  del  mecanismo  utilizado  para  la 
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DBS en un sitio específico






o MGNs),  nucleasas  de  dedos  de  Zinc  (ZFN,  del  inglés  Zinc  Finger Nucleases),  las  nucleasas  TALE 




A  lo  largo  de  este  apartado  se mencionarán  brevemente  las  características  de  las  cuatro 
endonucleasas más utilizadas actualmente en ingeniería genética, las ventajas y desventajas de cada 




Representan una  familia de  endonucleasas naturales de  corte poco  frecuente  y que  están 
presentes en todos los reinos de seres vivos. Reconocen largas secuencias de ADN de 12‐45 bp [314, 
315] y  originalmente son codificadas por intrones o inteínas, actuando dentro de la propia célula que 
las  sintetizan  cortando  el  alelo  homólogo  que  no  contiene  esta  secuencia  [316].  La  inserción  del 
elemento móvil se consigue gracias a la RH inducida por DSB [317]. La mayor limitación en el uso de 
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las meganucleasas  (MGNs) es que sólo pueden ser diseñadas  frente a algunas  regiones que deben 
contener en el locus diana el sitio específico de corte del ADN.  
Las  MGNs  se  han  subdividido  en  5 
familias  diferentes.  Una  de  las  mejor 
caracterizadas  es  la  familia  representada por 
las proteínas LAGLI‐DADG ya que son  las que 
presenten una mayor especificidad global del 
reconocimiento  del  ADN  y  a  cuyo grupo 
pertenecen  las meganucleasas  I‐SceI  y  I‐CreI 





repertorio  de  las MGNs  naturales,  éstas  deben  ser  construidas mediante  la  fusión  de  diferentes 
dominios para generar proteínas quiméricas  [319],  lo que es una ardua  tarea debido a  la compleja 
interacción proteína‐ADN que se debe producir para que ocurra de  forma adecuada  la catálisis del 
corte de la cadena de ADN, por lo que se han desarrollado diferentes estrategias para la generación 
de MGs  basadas  en  la modificación  de  las MGNs  naturales  [320,  321]. Un  ejemplo  de  una MGN 
realizada  artificialmente es  la utilizada   para  la eliminación del  gen  activador de  la  recombinación 
(RAG1)  en  células  293H  [322]. A  pesar  de  la  existencia  de  alguna meganucleasa  artificial,  todavía 
resulta muy  complicado  generar MGNs para  cortar  sitios  específicos del ADN,  aunque  en  algunos 
casos se están utilizando en terapia génica. 
 















de  repeticiones conteniendo  la RVD apropiada para  la unión específica a un  lugar del genoma. Sin 
 
Figura 9. Ejemplo de estructura cristalina de una meganucleasa (Cre 
I).  En  azul  y  amarillo  están  representados  los  dominios  de  la 
meganuclesa y en rojo el ADN. Figura tomada de Jurica y col, 1998. 













TALEN izquierda TALEN derecha  
Figura 10. a) Esquema de una TALEN. Un típico TALE está formado 
por  un  dominio  de  translocación  N‐Terminal  (TD),  las  unidades 
centrales de repetición que permiten la unión al ADN y la región  C‐




Imagen  modificada  de  Mussolino  y  col,  2012.  b)  Dibujo 
esquemático de la unión de las TALEN al ADN diana. 
embargo,  uno  de  los  problemas  de  su  construcción  es  la  naturaleza  altamente  repetitiva  de  los 
módulos, lo que dificulta el ensamblaje.  
En cuanto al dominio de corte, en un principio se utilizaba FokI, al  igual que en  las ZFN, que 




de  la  nucleasa  es  necesario  generar  dos 
construcciones  con  un  único  dominio  de 
unión al ADN que se sitúen sobre la diana en 
la  orientación  conveniente  y  dejando  un 
espacio  adecuado  que  permita  su 
funcionalidad. 
Desde  el  descubrimiento  del  código 
de reconocimiento de las TALE en 2009 [326] 
la  utilización  de  las  TALEN  en  ingeniería 
genética  en  mamíferos  se  ha  desarrollado 
notablemente, debido, entre otras  causas, a 
la facilidad de su diseño [327]. Aunque no se 
van  a  describir  en  profundidad  todos  los 
trabajos realizados utilizando TALEN, hay que 
mencionar  que  se  han  utilizado  para 
modificar  locus  endógenos  en CMEs  y  iPSCs 
humanas.  Por  ejemplo,  Hockemeyer  y 
colaboradores probaron  la eficiencia  con  las 
que  las  TALEN  fueron  funcionales  en  los 
genes PPP1R12C, OCT4 y PITX3, al  igual que 
hicieron  con  los  ZFN,  y  observaron  que  las 
eficiencias  eran  similares  en  ambos  casos 
[328]. Aunque  la comparación entre ZFNs y TALENs no está del  todo establecida,  sí es verdad que 
existen  trabajos en  los que se demuestra que  tanto TALENs como ZFNs  tienen una eficacia similar, 
pero las primeras son más fáciles de diseñar [323]. 
 
6.3. Endonucleasa de ADN dependiente de ARN Cas9 del sistema CRISP (CRISPR, 
clustered regularly interspaced short palindromic repeat). 
El  sistema  CRISPR/Cas9  ha  surgido  recientemente  como  una  nueva  herramienta  para 
introducir  alteraciones  en  el  genoma.  De  forma  natural,  CRISP  (del  inglés  Clustered  regularly 
interspaced short palindromic repeats) y las proteínas asociadas a CRISP (CRISPR/Cas) constituyen un 
sistema  inmune adaptativo en procariotas para prevenir  las  infecciones virales o  las  invasiones de 
elementos de ADN móviles [329‐331]. 
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Actualmente  se  han  descrito  diez  sistemas  CRISPR/Cas  diferenciados  entre  sí  tanto  por  la 
diversidad del cluster CRISPR [332], como por  la organización del operón CRISPR, constituido por un 
conjunto  diferente  de  genes  asociados  a 
CRISPR  (Cas)  que  codifican  para  proteínas 
con  diversas  actividades  bioquímicas  [333]. 
Estos  diez  sistemas,  a  su  vez,  se  han 
subdivido  en  tres  categorías    basadas  en  el 
proceso que  tiene  lugar para  la maduración 
de  las  pequeñas moléculas  de ARN  (ARNcr, 
ARN CRISPR), el tipo de elemento contenido 
en el núcleo del  complejo efector al que  se 
une el ARNcr y  la forma en  la que se  lleva a 
cabo  la  inactivación  de  los  ácidos  nucleicos 
[334‐337] .  
De  todos  los  sitemas  descritos,  el  tipo  II  es  el  que  ha  sido  planteado  como  una  nueva 
herramienta  para  modificar  el  genoma,  por  lo  que  será  descrito  con  mayor  profundidad.  Está 




















unión  del  ARNcr  también  esté  conservado.  Esto  permite  que  el  sistema  CRISPR/Cas  pueda  ser 
rediseñado  de  forma  sencilla  con  la  única modificación  del  crARN  y  así  pueda  cortar  otra  diana 
distinta.    Por  ello,  debido  al  funcionamiento  de  este  complejo  y  su  simple  organización modular 













TALEN  que  tras  ser  clonadas,  además  tienen  que  ser  seleccionadas  posteriormente  y 




en  la  cadena  superior  como  en  la  inferior  [30,31]  lo  que  abre  nuevas  posibilidades  en  la 
reparación del ADN por RH [345, 346].  
A  pesar  de  que  estas  endonucleasas  han  sido  capaces  de  interrumpir  distintos  genes  [345]  y 




6.4. Nucleasas de Dedos de Zinc (ZFN, Zinc finger nucleases) 
Son  nucleasas  artificiales  de  ADN  que  se  construyen  por  medio  de  la  fusión  de  varios 
dominios  de  dedos  de  Zinc  (ZF,  del  inglés  Zinc  Finger)  con  el  dominio  nucleasa  de  la  enzima  de 




El  dominio  de  dedos  de  Zinc  Cys2‐His2  es  el motivo  de  unión  al  ADN más  común  en  el 
proteoma humano y consiste en 30 aminoácidos en configuración ββα, donde  la α hélice se une al 
arco mayor de ADN y reconoce de 3 a 4 bases de nucleótidos contiguas [351]. La estructura modular 









triplete de ADN (Fig. 12). Una vez que  la DSB ha sido generada por  los ZFNs,  la célula puede activar 
principalmente dos mecanismos diferentes de  reparación del daño,  la RH, que es  la vía preferente 
cuando existen disponibles altas cantidades del ADN donador, y por otro  lado  la ruta de NHEJ [357‐
359]. 
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método  “OPEN”  (del  inglés Oligomerized  Pool  Engineering)  [364]  o  el método  “CoDA”  (del  inglés  
Context‐Dependent  Assembly)  [365];  existiendo  además  plataformas  como  CompoZrTM  que  los 
distribuyen comercialmente. Puesto que los dominios de dedos de Zinc (ZF) funcionan como módulos 







Actualmente  estas  nucleasas  se  están  utilizando  en  un  gran  número  de  aplicaciones  tales 
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Puesto  que  las  ZFNs  han  sido  las  nucleasas  que  se  han  utilizado  como  herramienta  en  la 
elaboración de parte del proyecto descrito en esta tesis, en este apartado nos centraremos en ellas y 
en él  se describirán  las aplicaciones de estas nucleasas en profundidad, así  como  los problemas  y 
ventajas que están asociados a su uso.  
 










técnica  se ha  aplicado  en  varios  tipos  celulares de mamíferos para  silenciar  eficientemente  genes 
diana (knockout)[369]. Algunos de los trabajos más destacados en humanos son dos estudios clínicos 
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se ha  insertado el gen eGFP  (del  inglés enhanced green  fluorescente proteína) en diferentes  locus 
tales como OCT4, AAVS1 y PITX3 [289] [373], logrando eficiencias de inserción de hasta el 15% tanto 






La corrección génica ocurre gracias a  la  reparación de  las DSB mediante RH y su aplicación 









de  la polilla, piggyBac,  junto con  los ZFNs para corregir una mutación puntual en el gen A1AT que 
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los extremos del gen. b) Modificación genética mediante RH. Se puede  inducir  la corrección genética, el  silenciamiento de un gen o  la 
adición de un gen en un sitio determinado utilizando un donador de ADN adecuado. 
 Reordenamientos cromosómicos. 
Dentro  de  los  reordenamientos  cromosómicos  se  incluyen  deleciones,  inserciones 
duplicaciones  e  inversiones.  Los  ZFNs  se  han  utilizado  en  este  sentido  para  estudiar  funciones 
genéticas  a  nivel  genómico  y  los  reordenamientos  son  generados  cuando  se  producen  dos  DSBs 
simultáneas,  demostrándose  que  la  frecuencia  con  que  dos  DSBs  simultáneas  pueden  generar 
inversiones y duplicaciones génicas en células humanas varía entre 0,01 y 5% [281]. 
Una aplicación terapéutica de esta técnica, que se ha realizado como prueba de concepto, ha 
sido  la construcción de un par de ZFN dirigidos contra el  intrón 1 homólogo en el gen F8   humano, 
cuya inversión causa hemofilia A severa. De este modo se logró la inversión de un segmento de 140kb 




7.2. Mecanismos de introducción del ADN donador y los ZFN en el núcleo celular. 
La  eficiencia  en  la  corrección  genética  varía  según  el  organismo,  el  tipo  de  célula  que  se 
quiere corregir y  la diana genética. Otro de  los parámetros claves para el éxito de  la terapia génica 
dirigida  es  la  eficacia  de  entrada  del  ADN  donador  y  los  ZFN  en  el  núcleo  celular,    ya  que  las 
frecuencias tanto de NHEJ como de RH se correlacionan con la cantidad de endonuclesa introducida 
en  la célula  [380]. A continuación se describen  los diferentes sistemas utilizados hasta el momento 
para introducir las nucleasas en las células (Tabla 6): 
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 Los  vectores AdV,  como  ya  se mencionó,  tienen  su  origen  en  virus  de ADNbc  lineal  y  las 
principales  ventajas  que  presentan  respecto  al  resto  de  sistemas  virales  son  que  no  se 
integran en el ADN del huésped y que son virus de alta capacidad, pudiendo portar ADNs de 
hasta 37 kb. Además, al igual que los vectores lentivirales, pueden transducir in vivo  e in vitro 




utilizado para  expresar  TALENs, observándose que  eran más  eficaces que  los  lentivirus  en 
células  humanas  inmortalizadas  y  primarias,  y  que  se  producía  la  cantidad  suficiente  de 
proteína para inducir DSBs a alto nivel en la diana génica [389]. 
 Los AAV son un método de transporte eficiente debido a su inherente predisposición para la 
RH  [390],  sin  embargo  presentan  problemas  como  son  la  baja  capacidad  de 
empaquetamiento y que su capacidad de transducción es muy dependiente del tipo   celular 
[391]. Algunas estrategias para  aumentar  la eficacia de gene  targeting utilizando AAV han 
consistido en la modificación de los serotipos naturales de los AAVs  [392], en la utilización de 
un  AAV  autocomplementario  que  produce  un  genoma  de  doble  cadena  y  que  puede 
aumentar hasta 20 veces la corrección con un gen marcador respecto al porcentaje obtenido 
























Eficiencia  Baja  De moderada a alta Variablea Alta Alta  Alta
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inserto  Sin límites
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azar  <0,1%  <0,1%  <0,1%  No  ≤1%  ≤10%
c 
Respuesta 
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como  actividad  “off‐target”  y,  aunque  es  un  evento  poco  frecuente,  puede  ocurrir  y  producir 
problemas como la disminución de la frecuencia de corte en la diana, una interpretación engañosa de 
los  resultados  y el  incremento de  la  toxicidad  celular debido  a efectos  colaterales deletéreos. Por 
ejemplo, el  incremento de DSBs puede aumentar el número de  translocaciones oncogénicas  [396, 
397].  
El corte en  localizaciones  fuera de  la diana suele ocurrir en sitios que guardan una elevada 
homología con el sitio diana canónico. La especificidad de una pareja de ZFN que tiene como diana 
una secuencia de 18 bp está estimada  teóricamente en una de cada 7x1010 pb  (más grande que el 





‐ Monitorizar  la  presencia  de  células  transfectadas  a  lo  largo  del  tiempo  para  estudiar  su 
desaparición debido a  la  toxicidad, observándose que  los ZFNs que  tienen   una alta afinidad 
por su diana son menos tóxicos que aquellos que tiene menos afinidad [399]. 









Además  una  de  las  consecuencias  de  que  ocurran  cortes  fuera  de  la  diana  es  que  que  la 
integración  del  ADN  donador  no  ocurra  en  el  sitio  deseado  en  el  genoma.  Esto  se  puede  testar 
mediante  la  técnica  de  Southern  blot  utilizando  sondas  externas  e  internas  al  casete  integrado  o 
mediante la realización de qPCRs para evaluar el número total de copias del vector integrado y PCRs 
convencionales que nos  indiquen que  la  región  integrada está en un  sitio específico en el genoma 
utilizando oligos que hibriden con la región de homología y con el donador insertado [373].  
Algunas de las medidas que se han tomado para evitar el problema de corte fuera de la diana 
se  han  dirigido  hacia  un  diseño  de  nucleasas  altamente  específicas  siguiendo  las  siguientes 
directrices: 



















Finalmente,  otro  de  los  factores  que  influyen  en  la  correcta  modificación  de  una  diana 
genética utilizando nucleasas es la ruta de reparación de DSB escogida por la célula (RHD o NHEJ). La 





NHEJ  para  evitar mutaciones  deletéreas  y  aumentar  la  eficiencia  y  seguridad  de  los  procesos  de 
modificación genética dirigida. 
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8. SITIOS SEGUROS PARA LA  INTEGRACIÓN DE GENES EN EL GENOMA HUMANO. 
Como se ha venido explicando a  lo  largo de  la  introducción,  la  inserción controlada del ADN 
en  un  sitio  determinado  del  genoma  que  minimice  los  riesgos  de  mutagénesis  insercional, 
silenciamiento génico, etc., es uno de los objetivos actuales de la terapia génica de adición. 




como  el  que  la  utilización  de  nucleasas  produzca  la  deleción  de  bases,  efecto  que  ocurre,  por 
ejemplo, cuando la reparación del daño producido es reparado por vías como el NHEJ, en vez de por 
RH. Esto puede alterar la correcta expresión fisiológica del gen y perturbar transcripcionalmente a los 
genes que  lo  flanquean, alterando el comportamiento celular o  favoreciendo  la  transformación de 
éstas. Además, estos  inconvenientes  se ven  incrementados cuando además del gen  terapéutico  se 
introduce también un gen marcador, suicida o con funciones de selección. 
Por ello, una alternativa a esta estrategia es la inserción del casete que contiene el gen que se 
quiere  expresar  en  “sitios  seguros  del  genoma”  (del  inglés    safe  harbor).  Se  trata  de  regiones 
intragénicas o  extragénicas del  genoma humano que  son  capaces de hospedar  genes  autólogos o 









altere  su  expresión;  es  decir,  que  haya  una  mínima  interacción  entre  activadores 
transcripcionales presentes en el casete de RH y los promotores de los genes adyacentes. 
Como  se  ha mencionado  los  sitios  seguros  se  pueden  encontrar  tanto  en  genes  como  en 




tipos  celulares  [7].  La  otra  alternativa  es  utilizar  desiertos  génicos  que  son  zonas  menos 
problemáticas  para  la  introducción  de  genes  pero  en  las  que  la  expresión  de  los  genes  exógenos 
introducidos se puede ver disminuida. 
Estos sitios seguros requieren una validación funcional. En primer lugar, habría que medir el 
efecto del  transgén  integrado en  la expresión de genes vecinos en células en cultivo, así como  las 
marcas epigenéticas del  locus diana antes y después de  la  introducción del  transgén, y  también se  
debería  introducir cualquier tipo de unidad transcripcional en su  interior sin que  la expresión de  los 
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genes flanqueantes se vean afectadas (regiones de control de locus, regiones de anclaje de la matriz, 









Este  locus  se  sitúa  en  la posición 3p21.31  y  codifica  el principal  co‐receptor del HIV‐1.    El 
interés de su utilización como sitio seguro para  la  inserción de genes surgió con  la evidencia de que 















En ratón, el gen Rosa 26 ha sido uno de  los  locus utilizados para  transgénesis en CMEs. En 
2007, Irion y col. identificaron el ortólogo de este locus en humanos en la posición 3p25.3 [409]. Para 
estudiar si era un sitio seguro se  insertó en él un gen que codificaba  la   proteína  roja  fluorescente 






integración  del  virus  humano  no  patogénico  adeno  asociado  (AAV)  [410],  interrumpiendo  la 
subunidad  reguladora  12C  del  gen  de  fosfatasa  (PPP1R12C,  también  conocido  como MBS85),  que 
codifica una proteína cuya función no ha sido del todo dilucidada, por lo que no se conocen efectos 
adversos  derivados  de  su  perturbación.  Por  ello,  este  sitio  ha  sido  utilizado  para  terapia  génica 
dirigida en células T humanas, células madre neurales, células madre embrionarias (CMEs) y células 
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para  la  inserción de un transgén, ya que no existían efectos dañinos derivados de  la  integración [7]. 
Frente al locus CCR5 presenta varias ventajas como son que la expresión de los transgenes insertados 
en AAVS1 es más  alta en  varios  tipos  celulares debido  a que CCR5 posee marcas en  la  cromatina 
represoras, mientras que el gen PPP1R12C tiene una cromatina abierta y activa y que se transcribe 
constitutivamente en  la mayoría de  los tipos celulares. Además, en el sitio CCR5,  la  inserción de un 
casete de expresión mostró una inducción de la expresión de los genes flanqueantes, mientras que la 
inserción en el sitio AAVS1 no producía alteración en los genes circundantes, posiblemente debido a 
la  presencia  de  un  aislador  de  la  cromatina,  que  previene  la  estimulación  de  la  expresión  génica 
[414]. Y finalmente, también hay que mencionar que los ZFNs descritos para generar DSBs de forma 
específica en este locus son altamente específicos y no generan off‐targets [8, 289]. 
Por  todo ello,  la  inserción en AAVS1   es preferible, no  sólo porque este  locus permite una 
expresión consistente y ubicua del transgén integrado en él, sino porque los elementos locales de la 
cromatina  quizás  protejan  a  los  genes  endógenos  cercanos  de  la  interferencia  transcripcional 
producida en el sitio de inserción. 
 
9. CÉLULAS MADRE  PLURIPOTENTES  INDUCIDAS:  UNA  NUEVA  FUENTE  CELULAR 
PARA SU USO EN TERAPIA GÉNICA. 
A  lo  largo de esta  introducción se ha abordado  la situación actual de  la terapia génica y  las 






1) Tienen  la capacidad de proliferar como células  indiferenciadas tanto  in vitro como  in vivo. 





Debido  a  estas  peculiaridades  el  campo  de  la  terapia  con  células  madre  comenzó  a 
desarrollarse vertiginosamente y se  iniciaron ensayos clínicos en  los que se utilizaban células madre 
para  el  tratamiento  de  enfermedades  degenerativas,  cáncer  o  para  reparar  tejidos  dañados  o 
perdidos.  Sin  embargo,  existen  varios  inconvenientes  asociados  al  uso  de  células madre  que  han 
impedido su uso generalizado en  las diferentes patologías, aunque varían dependiendo del  tipo de 
célula madre que se utilice según se describirá a continuación. 


















Las  células  madre  somáticas  (CMS)  están  presentes  en  tejidos  juveniles  o  adultos 
diferenciados. Su función natural es el mantenimiento y regeneración de  las células que se pierden 
en  los  tejidos a  lo  largo del  tiempo o por daño  [420]. Existen varios  tipos de células madre adultas 
dependiendo de los diferentes marcadores de superficie que expresen, el potencial de diferenciación 
y  el  tejido  de  origen.  Así  por  ejemplo,  diferenciamos  entre  células  madre  mesenquimales  o 
estromales (CMM), células madre hematopoyéticas (CMH), células progenitoras endoteliales (CPE)…, 
siendo las más utilizadas para su aplicación en terapia celular las CMHs obtenidas de médula ósea y 







las CMEs y  las CMS, que no  forman  teratomas y que debido a  su accesibilidad y a  su alta  tasa de 




Las  células madre pluripotentes  inducidas  (del  inglés  induced pluripotent  stem  cells,  iPSCs) 
son  un  tipo  de  células madre  pluripotentes  artificiales  que  derivan  de  tejidos  adultos  somáticos 
diferenciados  [423‐427].  Surgieron  como  una  herramienta  para  solventar  los  inconvenientes  que 
presentaba el uso y manipulación de  las CMEhs derivadas de oocitos humanos  fertilizados  [9, 427, 
428]. 
Aunque  la  tecnología de  la  reprogramación celular  se ha desarrollado vertiginosamente en 
los  últimos  años,  su  origen  data  ya  de  1953  cuando  la  transferencia  de  núcleos  de  blastocitos 
   I. INTRODUCCIÓN 
52 
tempranos  en  huevos  de  anfibios,  Rana  pipiens,  dieron  lugar  a  embriones  normales  [429].  Esta 
técnica,  sin  embargo,  parecía  estar  limitada  a  su  aplicación  en  células  indiferenciadas,  ya  que  los 
tejidos o células diferenciadas habían perdido  la plasticidad que  se  requiere para  la generación de 
estos embriones. No fue hasta 1962 cuando el Dr. Gurdon demostró que el proceso de diferenciación 
es  reversible mediante  reprogramación  nuclear,  transfiriendo  el  núcleo  de  células  intestinales  de 






autóloga  en  humanos,  y  por  otro  lado,  problemas  técnicos,  puesto  que  la  TNCS  no  se  ha  podido 
utilizar  con  éxito  para  generar  un  línea  celular  pluripotente  [432].  Una  posible  solución  a  estos 
problemas éticos y técnicos surgió de las investigaciones del grupo del Dr. Yamanaka en 2006 con el 
desarrollo  de  un  protocolo  para  reprogramar  directamente  células  somáticas  a  pluripotencia 
utilizando factores de transcripción definidos [135].  
La  generación  de  estas  células  reprogramadas  abrió  una  ventana  de  esperanza  al  uso  de 
células  madre  en  enfermedades  degenerativas  incurables  mediante  terapia  celular  “ex  vivo”  y 
también para  su uso en enfermedades hereditarias, al  combinarse  con  técnicas de  terapia génica. 
Otra aplicación es su utilidad en  la  investigación de patologías, ya que con ellas se pueden generar 
modelos  de  enfermedades,  descubrir  y  estudiar  genes  implicados  en  su  desarrollo  y  evaluar  la 
eficacia de fármacos para su tratamiento. 
Sin embargo, en la actualidad, aún existen barreras que hay que superar para utilizar las iPSC 
en  clínica,  tales  como  las  limitaciones  en  su  producción,  los  riesgos  asociados  a  la  posibilidad  de 
generar teratomas y por último que sean capaces de generar eficazmente células funcionales in vivo. 




9.1. Métodos para la generación de iPSCs. 
Existen múltiples métodos para la generación de iPSCs (Tabla 7). Los métodos más habituales 
se basan en  la  introducción de  los  factores de  transcripción utilizando diferentes  tipos de vectores 
virales,  entre  los  que  se  incluyen  retrovirus  [9],  lentivirus  [434],  adenovirus  [435]  y  virus 
adenoasociados  (AAVs)  [436], y  también mediante  transfecciones  con plásmidos episomales  [437], 












madre  inducidas  a  pluripotencia  (iPSC)  infectando  fibroblastos  de  ratón  con  retrovirus  que 
expresaban cuatro factores de transcripción denominados Oct4, Klf4, Sox2 y c‐Myc  (OKSM). Así pues, 
las estrategias  iniciales para  introducir  los factores OKSM se basaron en  la  introducción a través de 
vectores retrovirales [9, 135, 425, 443, 444] o con vectores lentivirales inducibles [435, 445‐448]. Sin 
embargo,  la  utilización  de  estos  métodos  presenta  varios  problemas  asociados  como  es  el  de 
integración genómica y riesgo de mutagénesis insercional [449]. 
Para  evitar  estos  problemas  se  han  utilizado  vectores  con  secuencias  como  las  loxP,  que 
permitan  la  escisión  tras  su  integración  en  el  genoma  [450‐453]  y  también  se  han  desarrollado 
técnicas que no impliquen la utilización de sistemas integrativos, tales como el uso de vectores virales 
no  integrativos  [435],  transfección  transitoria  con  plásmidos  que  expresen  ectópicamente  estos 
factores [428, 439, 454], o la utilización de sistemas basados en transposones [438, 455].Otra de las 
estrategias que se están aplicando con éxito para la expresión de los genes de reprogramación es la 
administración  repetida de ARNm  sintéticos modificados  [439]. Actualmente,  la  alternativa  a  virus 
integrativos que se está aplicando con más éxito para reprogramar células es la utilización de los virus 




En  2009,  Ding  y  colaboradores,  demostraron  que  era  posible  reprogramar  fibroblastos 
embrionarios de  ratón  con  transducción directa de proteínas OKSM que  contenían un dominio de 
transducción proteico de poliarginina fusionado al extremo C Terminal, junto con la exposición de las 
células  a  ácido  valproico,  un  inhibidor  de  la  histona  deacetilasa  [457]  y  así  generar  células 
pluripotentes  con  capacidad  de  formar  quimeras  y  contribuir  a  la  línea  germinal.  También  se 
generaron  iPSCs de  fibroblastos  fetales humanos cultivándolos con proteínas OKSM  recombinantes 
que poseían un dominio de  transducción consistente en un  transactivador de  transcripción del VIH 
[441]. Sin embargo, la reprogramación directa utilizando proteínas presenta como inconvenientes la 
corta vida media de  los factores, por  lo que se necesitan múltiples aplicaciones de  los factores, y  la 
dificultad de purificar las proteínas [449]. 
Recientemente se ha demostrado que una única transferencia de extractos de proteínas de 













célula  madre,  ayudando  a  mantenerlas  en  un  estado  quiescente  y  contribuyendo  a  su 
reprogramación  temporal,  necesaria  para  generar  los  tipos  celulares  específicos  durante  la 
histogénesis.  Varias  investigaciones  han  demostrado  la  influencia  del  microambiente  en  la 
reprogramación  de  células  madre  dentro  del  contexto  de  un  tejido  particular  o  en  la 
transdiferenciación  de  una  línea  somática  en  otra  [459],  sin  embargo,  saber  si  éstas  pueden  ser 
reprogramadas  a  una  línea  embrionaria  temprana  sigue  siendo  una  pregunta  abierta.  Aún  no  se 
conoce  demasiado  acerca  de  la  efectividad  de  este método,  por  lo  que  la  identificación  de  los 



































ratón  ~0,001  No  [435, 457] 
Transfección de 
plásmidos  OSK/ OSNL  Fibroblastos  ~0,001  No  [454, 465] 

























Tabla 7. Resumen de  los métodos actuales de  reprogramación y  los  tipos  celulares utilizados. O: Oct4, S: Sox2, K: Klf4, M:  c‐Myc, N: 
NANOG, L: Lin‐28 y VPA: ácido valproico. 
 
9.2. Fuentes celulares para la generación de iPSCs. 
Para  lograr  el  éxito  en  la  generación  de  iPSCs  otro  factor  a  tener  en  cuenta,  además  de 
conseguir un nivel adecuado de expresión de los factores de reprogramación [468],  es que la fuente 
celular  de  la  que  partimos  para  realizar  la  reprogramación  sea  óptima  para  la  recepción  de  los 
factores de reprogramación y de fácil accesibilidad en el sujeto. 
   I. INTRODUCCIÓN 
55 
Debido a esto uno de los tipos celulares más utilizados para llevar a cabo la reprogramación 




el mismo  estado  de  pluripotencia,  y  por  lo  tanto,  la misma  capacidad  de  generar  cualquier  tipo 
celular, aunque difiera mucho del de partida; existen estudios que  señalan que existen diferencias 
entre  el  estado  de metilación  entre  las  CMEhs  y  las  hiPSCs  y  que  esto  puede  ser  debido  a  una 














 La  terapia génica convencional ha sido una opción para  tratar enfermedades en  las que se 
corregían  las mutaciones  que  las  originaban  [390].  Sin  embargo,  como  ya  se  ha mencionado,  la 











genoma  de  forma  controlada.  Este  hecho,  junto  con  los  estudios  que  muestran  la 
posibilidad de generar iPSCs de pacientes [377], su diferenciación y su capacidad de curar 
una  enfermedad  en  ratones  [486]  hacen  pensar  en  la  posibilidad  de  desarrollar  que 
terapias específicas para los pacientes en un futuro próximo. 
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‐ El  primero  de  ellos  sería  controlar  todos  los  componentes  implicados  en  la 
reprogramación  (vector,  factores  de  reprogramación,  factores  de 
crecimiento/diferenciación  y  el  estroma  utilizado  para  crecer  las  iPSCs)  para  que  este 




de  las células  iPSCs  indiferenciadas remanentes en una muestra de células diferenciadas 
que se quieran trasplantar al paciente. 
‐ También existen estudios que revelan que  las  iPSCs poseen más alteraciones genómicas, 
tanto a nivel cromosómico, subcromosómico, como de base única, que las CMEs y que las 
células originales de las que derivan [487‐489].  
Por  ello,  antes  de  poder  utilizar  estas  células  para  ser  infundidas  en  un  paciente  deben 
realizarse  estudios  más  exhaustivos,  tanto  a  nivel  genómico  y  epigenómico  que  nos  ayuden  a 
comprender y mejorar los procesos de reprogramación y diferenciación de las iPSCs. De esto modo se 
   I. INTRODUCCIÓN 
57 
podrá mejorar la función de las células derivadas de las iPSC, en particular para la generación de las 

























1) Desarrollo  de  un  modelo  de  ratón  humanizado  que  reproduzca  el  fallo  de  médula  ósea 
observado  en  los  pacientes  con AF,  y  que  por  tanto  sirva  como  instrumento  eficaz  para  la 
investigación  de  su  etiología  y  el  desarrollo  de  nuevas  terapias  farmacológicas,  celulares  y 
génicas de la aplasia medular característica de la AF.  
Para ello se plantearon las siguientes metas: 
1.1. Diseño  y  validación  de  vectores  lentivirales  que  expresen  de  forma  constitutiva  shARNs 
(VL:shARNs) para reducir la expresión del gen hFANCA y así generar células con fenotipo de 
AF. 
1.2. Generación  de  progenitores  hematopoyéticos  humanos  con  fenotipo  de  AF mediante  la 
transducción de PHs de donantes sanos con el vector VL:shFANCA. 
1.3. Desarrollo  in  vivo de un modelo humanizado de AF, generado mediante el  trasplante de 
progenitores hematopoyéticos interferidos para el gen hFANCA. 








2.1. Evaluación  de  la  posibilidad  de  llevar  a  cabo  protocolos  de  recombinación  homóloga  en 
células de AF. 
2.2. Generación  y  validación de un  vector  lentiviral no  integrativo para  corregir mediante RH 
fibroblastos de pacientes AF‐A mediante la inserción del gen hFANCA el locus AAVS1. 
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1. MODELOS ANIMALES. 




la  actividad  de  las  células  NK  [491,  492].  Todos  ellos  se  obtuvieron  del  laboratorio  Jackson  (Bar 
Harbor, Maine, EE.UU.) 
Los  ratones  se mantuvieron en el  Servicio de Animalario del CIEMAT  (Número de Registro 
ES280790000183)  durante  el  procedimiento  experimental  en microaisladores  de  tipo  II  L  (con  6 
animales como máximo en cada uno) en racks ventilados  individualmente, con 25 renovaciones de 
aire por hora en cada  jaula, con  lecho de viruta autoclavada  troceada de maderas blandas  tratada 
térmicamente  y  en  condiciones  controladas  de  aire  filtrado  a  través  de  filtros HEPA  en  las  salas, 
humedad relativa (55±10%) y temperatura (20±2°C), con ciclos de luz/oscuridad de 12 h (7:00‐19:00), 
alimentación  ad  libitum  (Harlan Global  Diet  2918  irradiada  con  25  KGy  rayos  gamma)  y  agua  de 
bebida irradiada con luz ultravioleta con, al menos, 4 partes por millón de cloro residual libre, filtrada 





o  autoclavado,  cabinas  de  flujo  laminar,  etc.).  Con  estos  ratones  se  llevaron  cabo  estudios  de 
formación de  teratomas  (machos de entre 6‐8  semanas)  y análisis del  comportamiento de  células 
madre  hematopoyéticas  humanas  trasplantadas  (hembras  de  ente  6‐8  semanas).  En  el  caso  del 
trasplante  con  células  hematopoyéticas,  antes  de  dicho  trasplante,  los  ratones,  de  entre  6  y  8 
semanas de edad, recibieron una  irradiación de 2,2 Gy con el equipo de rayos‐X MG324  (Philips), a 
300 kV. y 10 mA, con una tasa de dosis de 1,03 Gy/min. Estudios previos han demostrado que dicha 
dosis  de  irradiación  en  animales  NOD/SCID  es  suficiente  para  permitir  el  injerto  de  células 
hematopoyéticas humanas [493, 494].  
Todos  los  procedimientos  se  realizan  de  acuerdo  a  la  legislación  y  regulaciones  Europeas  y 
Españolas  (Convenio  europeo  ETS  1  2  3,  relativo  a  la  protección  de  vertebrados  usados  en 
experimentación y otros fines científicos, RD 1201/2005 sobre uso y protección de animales usados 
en investigación y Ley 32/ 2007 relativa a bienestar animal). Los procedimientos experimentales son 
aprobados  por  el  Comité  de  Ética  en  Experimentación Animal  del  centro  conforme  a  los  criterios 
internos y externos relativos a bioseguridad y bioética. 
 Asimismo,  todos  los  procedimientos  de  irradiación  siguieron  los  criterios  y  normas  de 
Protección Radiológica que recoge la legislación vigente (Reglamento sobre Instalaciones Nucleares y 
Radiactivas Real Decreto 1836/1999 de 3 de Diciembre; Real Decreto 35/2008, de 18 de enero por el 
que  se modifica  el  anterior;  Reglamento  sobre  Protección  Sanitaria  contra  Radiaciones  Ionizantes 
Real Decreto 783/2001 de 6 de Julio). 
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2. TIPOS CELULARES UTILIZADOS. 
 Células 293T: Se trata de una línea celular epitelial de riñón humano (Human Embrionic Kidney) 
en  la que  se  insertó el gen  sensible a  la  temperatura que  codifica el antígeno T del SV40, de 
manera que presenta una mayor eficacia para  ser  transfectado  (Código ATCC: CRL‐11268).  La  
presencia  de  esta  secuencia  permite  la  replicación  episomal  de  plásmidos  que  contengan  el 
origen de replicación y la región promotora temprana del SV40. Se trata de una línea celular con 
alta  capacidad  de  transfección  por  lo  que  es  utilizada  habitualmente  para  la  producción  de 
vectores virales. 
 Células  HT1080:  Células  de  fibrosarcoma  epitelial  humano  (Código  ATCC:  CCL‐121).  Se  ha 
utilizado para la titulación de sobrenadantes lentivirales. 
 Células MRC5: Línea diploide de fibroblastos de pulmón humano (Código ATCC: CCL 171). 
 Líneas  celulares  linfoblastoides  (LCLs):  Líneas  linfoblastoides humanas generadas mediante  la 
transformación de células B humanas de sangre periférica con el virus Epstein‐Barr  (EBV), que 
activa  la  proliferación  de  células  B.  Estas  células  poseen  un  cariotipo  diploide  normal,  están 
inmortalizadas y no son tumorigénicas. Se utilizaron LCLs derivadas de donantes sanos (D.S.) y de 
tres pacientes diferentes de AF del grupo de complementación A (AF‐A 8, AF‐A 88 y AF‐A 56)2. 
 Células  madre/progenitoras  derivadas  de  sangre  de  cordón  umbilical:  Se  trata  de  células 
positivas para el marcador de superficie CD34, una molécula con posible implicación en adhesión 
de  las  células madre  a  la matriz  extracelular  de  la MO  o  a  las  células  estromales  durante  la 
hematopoyesis  temprana  [495‐498]  y  que  se  utiliza  como marcador  de  células  progenitoras 
humanas. 




 Líneas de células madre embrionarias humanas  (CMEhs): Se utilizaron dos  líneas humanas de 
CMEs como controles para los diferentes experimentos realizados.  
 H9:  Es  una  de  las  líneas  de  CMEhs  más  ampliamente  distribuida  y  utilizada  en 
investigación de  entre  las  78  líneas que  se  encuentran  en  el  registro de  células madre 




 Fibroblastos humanos  de prepucio,  línea HFF‐1  (del  inglés human  foreskin  fibroblasts):  Esta 
línea fue establecida por la ATCC en 2003 de una mezcla de fibroblastos de prepucio humano de 
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estroma para favorecer el crecimiento de las células madre embrionarias (CMEs) y mantenerlas 
en  estado  indiferenciado.  Para  ello  se  irradiaron  con  45  Gy  antes  de  su  utilización.  En  este 
trabajo estas células se utilizan como estroma para el crecimiento de células madre inducidas a 
pluripotencia (iPSC). 




En  la  tabla  8  se  muestra  un  resumen  de  los  diferentes  tipos  celulares  utilizados,  sus 

























































































































2.1. Purificación de células CD34+ de sangre de cordón umbilical. 
Para  la  obtención  de  progenitores  hematopoyéticos  se  utilizó  sangre  de  cordón  umbilical 
(cedida por  el Centro de  Transfusión de  la Comunidad de Madrid) que  se procesó durante  las 12 
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horas  posteriores  al  parto.  Estas muestras  procedían  de  cordones  no  aptos  para  banco  y  tras  el 
consentimiento  informado de  los donantes. El primer paso para  la purificación fue  la centrifugación 
de  la muestra en gradiente de densidad en Ficoll‐Hypaque  (1,077 g/mL; Pharmacia Biotech) a 524g 
durante  30 min  sin  freno.  De  este modo,  en  la  interfase  formada  entre  el  suero  y  el  ficoll,  se 
obtuvieron las células mononucleadas. Tras dos lavados con PBE (PBS, 0,1 % BSA, EDTA 2,5 mM), las 
células  se  resuspendieron en este mismo  tampón  y  se  sometieron a  separación  inmunomagnética 
utilizando  el    kit  comercial  CliniMACS  para  purificar  células  progenitoras  CD34+  (Miltenyi  Biotec), 
siguiendo  las  instrucciones proporcionadas por  la  casa  comercial. Tras  la purificación,  se analizó  la 
pureza  de  las  células  CD34+  obtenidas,  para  lo  cual  se marcó  una  alícuota  de  las  células  con  los 
anticuerpos antiCD34‐PE (antiphycoerythrin (PE)‐conjugated anti‐human CD34+, BD) durante 30 min 




3.1. Vectores Lentivirales. 
3.1.1. Descripción de vectores lentivirales utilizados. 
 Vectores  utilizados  en  la  generación  de  un  modelo  humanizado  de  AF  mediante 
VL:shARN. 
- LVTHM: Descrito por Szulc y col. [182]. Es un vector que consta del operador tetO (permitiría 
la  regulación  de  la  expresión  del  casete  que  contiene  el  shARN  en  caso  de  que  fuera 
necesario), el promotor H1 (promotor de la polimerasa III que dirige la expresión del shARN), 
un sitio de clonaje para  la  introducción del shARN correspondiente (entre  las enzimas ClaI y 
MluI),  el  promotor  humano  EF‐1α  (Elongation  factor  1α),  que  dirige  la  expresión  de  la 
proteína  verde  fluorescente  (del  inglés  Enhancer  Green  Fluorescent  Protein,  eGFP)  y  la 




























Además  el  vector  contiene  el  gen  marcador  eGFP  (proteína  verde  fluorescente)  que  se  expresa  bajo  el  promotor  EF‐1α  (factor  de 
elongación 1α) y la secuencia Wpre. 
 
- VL:PGK.FANCA.Wpre*: Vector  elaborado por González‐Murillo  y  col.  [6]  y  aprobado  como 
medicamento huérfano para el tratamiento de  la AF‐A [501]. Se trata de un vector  lentiviral 
donde  la  expresión  del  gen  FANCA  humano  está  dirigido  por  el  promotor  interno  PGK 
(fosfoglicerato  quinasa)  de  origen  humano.  También  posee  la  secuencia  Wpre  mutada 
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(Wpre*)  que  favorece  la  estabilidad  del  ARNm  pero  que  al  estar  mutada  en  la  región 
























Figura  17.  Esqueleto  del  vector  pCCL.sin.cPPT.AAVS1.PGK.GFP.pA.Wpre  (forma  no  integrada).  PGK:  Promotor  fosfoglicerato  quinasa. 
eGFP: ADNc verde fluorescente. 
 
‐ pCCL.sin.cPPT.AAVS1.loxP.SA.GFP.pA.loxP.PGK.FANCA.pA.Wpre:  Vector  donador  que  fue 
generado  en  este  trabajo  utilizando  elementos  de  los  esqueletos  de  los  vectores  
pCCL.PGK.FANCA.Wpre*  [6]  y  pCCLsin.cPPT.AAVS1.2A.GFP.pA  [7].  Contiene  los  brazos  de 
homología  del  locus  AAVS1,  el  gen marcador  eGFP  sin  promotor,  aunque  se  introdujo  el 












Figura  18.  Esqueleto  del  vector  pCCL.sin.cPPT.AAVS1.loxP.SA.GFP.pA.loxP.PGK.FANCA.pA.Wpre  (forma  no  integrada).  eGFP:  proteína 
verde fluorescente, PGK: Promotor fosfoglicerato quinasa, hFANCA: ADNc del gen humano FANCA. 
 
‐ pLM.CMV.Cherry.2A.Cre  [504]: Vector  adquirido de Addgene.  Expresa  la Cre Recombinasa 







Figura 19. Esqueleto del vector pLM.CMV.Cherry.2A.Cre  (forma no  integrada). CMV: Promotor del  citomegalovirus. mCherry: ADNc de 
ratón  del  gen  Cherry.IRES:  Sitio  interno  de  entrada  del  ribosoma  (del  inglés,  Internal  Ribosome  Entry  Site).  CreR: ADNc  de  la  proteína 
CreRecombinasa. 
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2) Vectores lentivirales producidos como vectores lentivirales competentes en integración (VLCI). 
‐ pLox.TERT.ires.TK  [505]:  Vector  adquirido  de  Addgene.  Expresa  el  gen  de  la  subunidad 
transcriptasa reversa (TERT) de la enzima telomerasa humana y el gen de selección Timidina 
quinasa (TK), flanqueados, ambos, por la región loxP una vez que el provirus se integre en el 
genoma  (Fig.  20).  Este  último  gen  nos  permitirá  realizar  una  selección  negativa  con 
















Oct4 IRES Sox25’LTR cMycEF1α E2
A
F2
A Klf4 Wpre 3’ΔLTR
 
Figura 21. Esqueleto del vector pHAGE.STEMCCA.LoxP (forma no  integrada). Contiene el ADNc de ratón correspondiente a  los genes de 











Para  la  generación  de  sobrenadantes  se  han  utilizado  vectores  lentivirales  (VL) 
autoinactivantes (SIN)  de segunda y tercera generación [228]. En función del objetivo con el que se 
utilizaron se han producido como competentes o deficientes en integración. 
En todos  los casos,  los sobrenadantes  lentivirales se produjeron mediante cotransfección transitoria 
de tres (2ª generación) o cuatro (3ª generación) plásmidos en células 293T. Estos plásmidos son: un 
plásmido  de  transferencia,  un  plásmido  de  la  envuelta  y  uno  o  dos  plásmidos  empaquetadores 
dependiendo de si se  trata de un vector  lentiviral de segunda o  tercera generación  (características 
explicadas en el apartado 5.1.1 de  la  introducción). Dependiendo del  tipo de vector que  se quiere 
producir se han utilizado los siguientes protocolos: 
1) Para  la producción de vectores  lentivirales competentes en  integración  (VLCI ó  ICLV, del  inglés 
integrative competitive lentiviral vector)  (tabla 9) se sembraron 4,5x106 células 293T  en placas 
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p100 (10cm de diámetro) previamente tratadas con gelatina 0,1%.  Al cabo de 24 horas, cuando 
las  células  alcanzaron  el  60‐70%  de  confluencia,  se  realizó  la  cotransfección  del  plásmido  de 
transferencia que se desea vectorizar en cada caso, los plásmidos de empaquetamiento (pCDNL‐
BH    para  2ª  generación  o  pMD.Lg/RRE  y  pRSV‐REV    para  3ª  generación)  y  el  plásmido  que 
codifica para  la envuelta viral pMD2.VSV‐G  (proteína G del virus de  la estomatitis vesicular) en 
las siguientes cantidades: 10/5/5 μg de ADN para 2ª generación ó 10/5/5/5 μg de ADN para 3ª 
generación, por placa p100 (Corning), utilizando el agente de transfección Fugene 6 (Promega), 
un agente de transfección basado en  la  introducción del ADN a través de  lípidos. La mezcla de 
transfección  fue  añadida  a  las  células  293T  y,  al  día  siguiente,  el  medio  de  cultivo  fue 
reemplazado por medio IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Gibco) suplementado con 
10% de suero fetal bovino (FBS), 0,5% de antibiótico (penicilina 10,0 U/mL ‐ estreptomicina 10,0 
mg/mL, Gibco). A  las 24 horas tras el cambio de   medio, se recogieron  los sobrenadantes   y se 
filtraron mediante un filtro de 0,45μm de poro. La envuelta VSV‐G resiste la ultracentrifugación 


















































































2) En  el  caso  de  vectores  lentivirales  no  integrativos  (tabla  10)  el  único  cambio  respecto  al 
protocolo descrito para  los vectores  lentivirales  integrativos de 3ª generación  fue  la utilización 
del  plásmido  pMD.Lg/pRRE.D64Vint  [7]  como  plásmido  empaquetador,  en  sustitución  del 
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plásmido  pMD.Lg/RRE.  Este  plásmido  es  un  plásmido  ayudante  o  “helper”  necesario  para  la 
producción  de  vectores  virales  de  tercera  generación  cuya  principal  característica  es  que  es 








































Para  conocer  el  título  (número  de  virus/ml)  de  los  vectores  lentivirales  competentes  en 
integración  producidos,  3,5x104  células  HT1080  se  sembraron  en  una  placa  de  24  pocillos  (p‐24, 
Nunc)  en  1 ml  de medio  DMEM  Glutamax  suplementado  con  10%  de  FBS,  0,5 %  de  antibiótico 
(penicilina‐estreptomicina)  y  se  incubaron  a  37°C  durante  24  horas.  Transcurrido  este  tiempo  se 
levantaron  las células de uno de  los pocillos con tripsina‐EDTA  (Gibco) y se contaron utilizando una 
cámara de contaje de Neubauer y el colorante para microscopía azul tripán (Merk). 
En  el  resto  de  los  pocillos  se  retiró  el medio  de  las  células  y  se  añadieron  200  μl  de  seis 
diluciones seriadas de sobrenadantes (10‐2, 10‐3, 10‐4, 10‐5, 10‐6 y 10‐7). A las 24 horas de incubación a 
37°C se retiró el sobrenadante lentiviral y se añadieron 500 μl de medio fresco DMEM suplementado. 
Tras  la  transducción  se  realizaron  los  siguientes análisis del número de partículas en  función de  la 
existencia de un gen marcador fluorescente en el vector a titular o no: 
1) Análisis mediante citometría de  flujo: En  los vectores   que poseen un gen marcador eGFP,  se 
recogieron  las células a  las 48 horas tras  la transfección y se analizaron por citometría de  flujo. 
Para  ello  las  células  se  trataron  con  tripsina‐EDTA  y  se  lavaron  con  PBS  1X,  se  centrifugaron 
durante 10 minutos a 600g  y se les añadió una mezcla de PBA (PBS 1X + 0,5% de albúmina sérica 
bovina  ‐BSA‐ + 0,1% azida sódica) y  ioduro de propidio (0,2 μg/ml), que nos permitió excluir  las 
células  no  viables.  Las  células  se  analizaron  con  un  citómetro    (EPICS  ELITE‐ESP  cytometer, 
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 %  células  eGFP+:  Porcentaje  de  células  que  expresan  el  transgén  medido  por 
citometría de flujo. 
 FD: Factor de dilución del sobrenadante. 
 FC:  Factor  de  corrección  para  dar  el  título  en  unidades  de  transfección  (UT)/ml 
cuando el volumen final en el cuál se lleva a cabo la transducción no es de 1 ml. 
2) Análisis mediante  qPCR:  En  los  vectores  que  no  incluyen  un  gen marcador  fluorescente  se 
recogieron las células al cabo de 9 días. El pellet de células fue procesado con el kit DNeasy Tissue 
(Qiagen GmbH) para extraer el ADN genómico. Para la determinación del título se realizó una PCR 
cuantitativa  (qPCR) utilizando oligos que hibridan  en  las  LTRs  (del  inglés  long  terminal  repeat) 
presentes  en  todos  los  vectores  lentivirales  (LTR‐F:  TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT  y  LTR‐R: 
GAGTCCTGCGTCGAGAGAGC)[509].  La  cuantificación  del  número  de  copias  se  realizó 
normalizando estos valores con los obtenidos tras la amplificación con los oligos de la Albúmina 
humana  (hAlb    F:  5’‐GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT‐3’  and  hAlb  R: 
5’ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC3’) y extrapolando este resultado a una recta patrón realizada con 
diferentes diluciones crecientes del plásmido control pRRL.cppt.PGK.GFP.WPRE.Alb (desde 107 a 
101 moléculas)[510].  Este  plásmido  posee  tanto  la  secuencia  de  las  LTRs  como  el  gen  de  la 
albúmina que es utilizado como control para el cálculo del número de células en cada muestra, lo 
que permite  realizar una  recta patrón en  la que  se pueden  relacionar el número de  copias de 
nuestro transgén respecto al número de copias de la albúmina. Para la reacción de qPCR se utilizó 











descritos  por Bushman  y  col.  [509]  y mencionados  en  el  punto  anterior.  En  este  caso,  el ADN  se 
obtuvo  de  las  células  24  horas  tras  la  transducción,  tiempo  suficientemente  corto  para  evitar  la 
pérdida  de  virus  debido  a  la  división  celular,  pero  suficiente  para  que  se  haya  realizado  la 
transcripción reversa. Sin embargo, la exactitud de este método depende de los controles utilizados y 
T (UT/mL) = [Nº células x % células eGFP+/100] x FD x FC
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del  refinamiento  de  los  puntos  que  componen  nuestra  curva  patrón.  Por  ello,  el  método  más 
comúnmente utilizado es  la realización de un ensayo por  inmunoabsorción  ligado a enzimas (ELISA, 
del inglés Enzyme‐Linked ImmunoSorbent Assay) para detectar la proteína p24 presente en la cápside 
del VIH  (Virus de  la  inmunodeficiencia humana). Para  la  realización de este ensayo  se utilizó el kit 
comercial VIH‐1 p24 ELISA (Perkin Elmer) y se siguieron  las  instrucciones descritas por el fabricante. 
Este método  tampoco es del  todo exacto ya que se pueden sobreestimar partículas virales que no 
han  empaquetado  el  vector.  Por  todo  ello,  para  obtener  un  título  viral  lo más  fiable  posible  se 
combinaron los tres tipos de análisis: citometría de flujo, qPCR e inmunoabsorción. 
 
3.2. Vectores Adenovirales. 
La expresión de  los ZFNs ha sido mediada por vectores adenovirales Ad5/35. La producción 
de  estos  sobrenadantes  no  se  ha  realizado  en  el  laboratorio  ya  que  fueron  amablemente 












promotores de  la ARN polimerasa  III.  Se ha estudiado que  ambos promotores  tienen una eficacia 
similar [511], con la diferencia de que el promotor H1 favorece el funcionamiento del shARN cuando 
se  introduce  una  base  G  en  posición  +1.  Así  pues,  los  shARNs  utilizados  tendrán  las  siguientes 
secuencias:  





                                        ClaI 






                                                 Cla I 
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                                                    Cla I 




4.2. Clonaje de los shARNs en el vector lentiviral LVTHM. 
Para clonar las diferentes secuencias de los shARNs (6, 7, 8, o control)  en el vector LVTHM se 




70°C  (en  un  tampón  acetato  potásico  a  100mM,  HEPES  –ácido  4‐(2‐hidroxietil)‐1‐
piperazinetanosulfonico‐ pH 7,4 y  30mM, y acetato de magnesio a 2mM). Los extremos de los oligos 
se  fosforilaron  utilizando  la  enzima  T4  PNK  (polinucleótido  quinasa,  M0201,  New  England)  y  el 
tampón de la enzima T4 ADN ligasa (M0202, New England). La reacción se incubó durante 30 minutos 
a 37°C y luego a 70°C durante 10 minutos para inactivar la PNK.   
El  plásmido  LVTHM  se  digirió  con  las  enzimas MluI  (R0198, New  England    Biolabs)  y  ClaI 
(R0197,  New  England    Biolabs),  se  defosforilaron  los  extremos  cohesivos  generados  utilizando  la 





ClaI           MluI
 
 




Chemically Competent E. coli,  Invitrogen) que se crecieron durante  toda  la noche a 37°C en medio 
agar‐LB  (luria  broth,  Pronadisa)  con  ampicilina  (50  µg/ml).  Se  comprobaron  las  minipreps  por 
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codifican para 7  aminoácidos que  son Glutamina  (Gln, Q),  Serina  (Ser,  S),  Serina,  Leucina  (Leu,  L), 
Leucina, Leucina, y Fenilalanina (Phe, E) (Fig. 23).  
ATG....538 ttctgtcaagaattatggaaaatacagagttctttgttgcttgaagcggtgtggcat 594  ...TGA  













Vectores  Secuencia  NTs modificados  Aminoácidos 
PGK.FANCA.Wpre*  Secuencia original  cag agt tct ttg ttg ctt gaa  Q S S L L L E 
PGK.FANCAsh7ARN2mut.Wpre*  Secuencia con 2 mutaciones  caa agt tca ttg ttg ctt gaa  Q S S L L L E 
PGK.FANCAsh7ARN3mut.Wpre*  Secuencia con 3 mutaciones  caa agt tca ttg tta ctt gaa  Q S S L L L E 
 
Tabla 11. Resumen de  las mutaciones  realizadas en el    gen hFANCA  (posición 523‐543 pb de  su  secuencia).  En  rojo  se muestran  los 
nucleótidos  mutados  y  los  aminoácidos  a  los  que  afecta  dicha  mutación.  NTs:  Nucleótidos,  Q:  Glutamina,  S:  Serina,  L:  Leucina,  E: 
Fenilalanina. 
 
La  generación  de mutaciones  se  realizó  utilizando  el  kit  QuikChange®  II  XL  Site‐Directed 
Mutagenesis  (Stratagene,  Canadá)  en  las  secuencias  diana  de  los  shARNs  (señaladas  en  gris).  En 
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se  destruyó  la  hebra  parental  y  se  mantuvo  la  hebra  no  metilada,  que  es  la  que  contiene  las 
mutaciones. Por último, se procedió a la transformación de las células de la construcción mutada en 
células ultracompetentes  XL10‐Gold    (Stratagene) que  son deficientes  en  endonucleasa  –endA1‐  y 
recombinasa  ‐recA‐,  lo  cual ayuda a mejorar  la  calidad de  la miniprep y asegura  la estabilidad del 
inserto. 








6.1. Transducción con vectores lentivirales que expresan shARNs frente al gen 
FANCA. 
Las  transducciones  se  realizaron  con  sobrenadantes  concentrados  en  dos  tipos  celulares 
adherentes: MRC5  y  fibroblastos primarios humanos,  y en dos  tipos  celulares en  suspensión:  LCLs 













1. Transducción  de  LCLs:  Para  evaluar  la  eficacia  de  corrección  de  los  vectores  terapéuticos 
(PGK.FANCA.Wpre*,  PGK.FANCAsh7ARN2mut.Wpre*,  PGK.FANCAsh7ARN3mut.Wpre*)  se 
transdujo una  línea  linfoblastoide  (LCL) de un paciente de AF‐A  (AF‐A 88) con estos vectores. Se 
preparó  una  placa  de  6  pocillos  con    retronectina®  (Takara,  Shuzo)  a  una  concentración  de 
20μg/cm2 durante 24 horas a 4°C, ya que esta molécula favorece la transducción, al  aumentar la 
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colocalización de  los virus y  las células diana  [512‐515]. Al día siguiente, se añadieron a  la placa 




resuspendieron  a  una  densidad  de  5x105  células/ml  en  medio  fresco.  Posteriormente,  se 





siguiente,  las  células  se  lavaron  con  PBS  1X  (Sigma)  para  retirar  el  exceso  de  virus  y  se 
resuspendieron  en  su medio  a  la  concentración  celular  adecuada  para  su  crecimiento  (5x105 
células/ml) en una placa sin tratar con retronectina.  
 
6.2. Transducciones dirigida a la generación de iPSCs derivadas de fibroblastos 
AF-A corregidos por RH. 
Se transdujeron diferentes tipos celulares con los siguientes propósitos: 
1. Recombinación homóloga en el sitio AAVS1 en LCLs derivadas de pacientes. Se siembran 1x105 





de  solución  penicilina/estreptomicina)  se  suplementó  con  polibreno  (8µg/ml;  Sigma‐Aldrich). 
Tras 24 horas de  transducción  las células  se  lavaron con PBS 1X,  se  resuspendieron en medio 
fresco y se analizaron a diferentes tiempos por citometría de flujo. 
2. Recombinación  homóloga    en  el  sitio  AAVS1  en  fibroblastos  derivados  de  pacientes.  Se 
sembraron 105 células por pocillo de p6  (Nunc) en 1 ml   de su medio de cultivo  (Tabla 8) y se 





3. Inmortalización de  fibroblastos  con VL:pLox.TERT.ires.TK.  La  transducción  se  llevó  a  cabo de 
igual modo al explicado en el punto anterior, con un único ciclo de  tansducción de 24 horas y 
MOI=1.  En  comparación  con  un  pocillo  control  de  células  sin  transducir,  las  células 
transformadas mostraron mayor tasa de proliferación y menor senescencia. 
4. Transducción de  fibroblastos con el vector pHAGE.STEMCCA.loxP para  la generación de  iPSC. 
Los fibroblastos de AF previamente corregidos por RH fueron cultivados en DMEM GlutaMAXTM 
suplementado con 10% FBS y 0,5% de solución de penicilina/estreptomicina a 37°C, 5% CO2, 5% 
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O2. Para reprogramar estas células y generar células indiferenciadas pluripotentes se sembraron 
1x105    células  por  pocillo  de  p6  y  se  transdujeron  con  un  vector  lentiviral  escindible 
pHAGE.STEMCCA.LoxP  [516]  que  expresaba  constitutivamente  los  cuatro  factores  de 
reprogramación (Oct4, Klf4, Sox2 y cMyc) a MOI= 1. Se realizó una única ronda de transducción 
durante 12 horas con  la cantidad adecuada de  sobrenadante  resuspendido en 1 ml de medio 
fresco. Al día  siguiente este medio  fue  sustituido por medio  fresco y a  los dos días  se añadió 
10ng/ml  del  factor  de  crecimiento  de  fibroblastos  humano  (hbFGF,  Prepotech).  Cuatro  días 
después de la transducción el medio DMEM suplementado fue reemplazado por medio de CMEs 
(Tabla  8).  Dos  días  después,  los  fibroblastos  se  levantaron  de  los  pocillos  utilizando  0,5% 
Tripsina‐EDTA 1X (Gibco) y se sembraron a una concentración de 2x104 fibroblastos/placa de 10 





Para  llevar  a  cabo  este  proceso  las  iPSCs  se  mantuvieron  en  Matrigel  (BD)  en  medio 
condicionado (medio de CMEs que ha estado durante 24 horas en contacto con células HFF‐1). 






El  estudio  de  proliferación  de  las  células  transducidas  con  los  vectores  que  contienen  los 
shARNs se realizó mediante el contaje de las células a diferentes intervalos (una vez cada 3 días para 








8. EXPANSIÓN  DE  CÉLULAS  CD34+  INTERFERIDAS  EN  EL  GEN  FANCA  EN 
PRESENCIA DE MMC O TNFα. 
8.1. Sensibilidad a Mitomicina C (MMC). 
Para  la  realización  de  la  curva  de  sensibilidad  a MMC,  se  sembraron  en  una  placa  de  24 
pocillos (p24, Nunc) 5x104 células LCLs transducidas con los correspondientes vectores, en 1 ml de su 
medio  de  cultivo  con  diferentes  dosis  de MMC.    Las  concentraciones  de MMC  (Sigma)  utilizadas 
Nº células/ml= Nº células contadas x dilución realizada x 104 
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8.2. Sensibilidad al Factor de Necrosis Tumoral α (TNFα). 
La  sensibilidad  a  TNFα  fue  estudiada  en  células  CD34+  interferidas  con  el   VL:sh7FANCA  y 






9.1. Estudio de UFCs en células interferidas en el gen FANCA.  
Para  la  realización  de  ensayos  clonogénicos  se  resuspendieron  la  cantidad  adecuada  de 
células hematopoyéticas, transducidas con los diferentes vectores, en 3 ml de medio de metilcelulosa 
enriquecido  con  citoquinas  y  EPO  para  células  humanas  (MethoCult™  H4434  Classic  ,  Stemcell 
Technologies). Dependiendo  de  la  fuente  celular  de  partida  se  sembraron  diferentes  números  de 
células: 




 Para  los  experimentos  de  replaqueo,  en  los  que  la  fuente  celular  son  los  progenitores 
hematopoyéticos  obtenidos  a  partir  de  las  UFCs  basales,  recogidas  del  medio  de 
metilcelulosa y lavadas con PBS, se sembraron 250.000 células/ml. 
 En  el  caso  de  células  procedentes  de MO  de  ratones  injertados  previamente  con  células 
CD34+ transducidas, se partió de un número de 100.000 células/ml. 





Después de 14 días en cultivo a 37°C, 25% O2 y 95% de humedad  relativa  (HR),  se hizo el 
recuento de Colonias utilizando un microscopio invertido (Olympus IX70 WH10x/22, objetivo 4x). Se 
identificaron UCF‐GMs  (unidades  formadoras  de  colonias  de  granulocitos  y macrófagos)  y  BFU‐Es 
(unidades formadoras de colonias de eritrocitos). 
 
9.2. UFCs para el estudio de la corrección de iPSCs AF-A editadas genéticamente. 
Para  la  realización de estos ensayos se añadieron 2x104 células procedentes de  los cuerpos 
embrionarios  (EB,  del  inglés  embryo  bodies)  por  cada  ml  de  metilcelulosa  H4535  (Stem  Cell 
Technologies) suplementada con 8U/ml hEPO (Eprex). Estos EBs se generaron a partir de  las  iPSCs y 
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se individualizaron gracias a la acción de la acutasa STEMPro (Gibco). Esta mezcla se añadió a placas 
de 35 mm de diámetro  (Costar) y  se  incubaron a 37°C y 5% CO2 durante 14 días. Al cabo de este 
tiempo se contó el número de unidades formadoras de colonias (UFCs), diferenciando entre BFU‐Es 








Se  realizaron  diferentes  análisis  por  citometría  de  flujo,  en  función  de  los  objetivos 
planteados en cada caso: 
1. Análisis  de  células  interferidas  en  el  gen  FANCA:  Coincidiendo  con  los  días  en  que  se 
realizaron  contajes  de  células  para  estudiar  la  proliferación,  se  recogieron  células  para 
analizar  por  citometría  de  flujo.  Se  lavaron  las  células  en  3ml  de  PBS  1X.  Se  retiró  el 




procesaron  con  el  programa  CXP Analysis  (Beckman  Coulter).  Se  estudió  el  porcentaje  de 
células  que  eran  eGFP  positivas  (eGFP+)  como  indicador  del  porcentaje  de  células  que 
expresaban el  shARN. Además  también analizamos el parámetro  IMF  (Intensidad media de 
Fluorescencia)  para  cuantificar  el  nivel  de  expresión  de  eGFP.  Para  seleccionar  aquéllas 
células  con expresión de eGFP,  se ha  recurrido a  la  separación de  las  células mediante un 
separador  celular  para  conseguir  una  población  transducida  con  alto  porcentaje  de 
expresión.  Las  células  fueron procesadas  con un  separador  celular Beckman Coulter  EPICS 







3. Análisis de  la eficiencia de  transducción  con  el  vector de escisión  en  iPSCs.  Se  analizó  la 
expresión de  la proteína Cherry, mediante citometría de flujo, en  las  iPSCs transducidas con 
el vector no integrativo pLM.CMV.Cherry.2A.Cre un día después de la transducción. 
4. Análisis  inmunofenotípico  de  células  diferenciadas  hacia  Células  Madre/Progenitoras 
Hematopoyéticas.  Estos  análisis  se  llevaron  a  cabo  en  los  días  14  y  21  tras  el  inicio  del 
proceso de diferenciación. Los cuerpos embrionarios  formados durante  la diferenciación se 
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humano conjugado con  ficoeritrina  (PE)‐Cy7  (BD Pharmigen), anti‐CD31 humano conjugado 
con  ficoeritrina  (PE)  (eBiosciencies),  anti‐CD45 humano  conjugado  con  aloficocianina  (APC) 




5. Estudio del  ciclo  celular. Parada  en G2/M:  El  ciclo  celular  se  evaluó  en  las mismas  líneas 
celulares que el análisis de la apoptosis y en las mismas condiciones experimentales. En este 
caso, se midió la cantidad total de ADN en cada célula mediante citometría de flujo. Después 
del  cultivo  de  las  células  en  ausencia  o  presencia  de  MMC  33  nM  durante  3  días,  se 
recogieron 1x106 células y se fijaron con etanol al 70% frío (‐20°C) durante 2 horas a ‐20°C. A 
continuación  se  lavaron  las  células  para  eliminar  el  etanol  de  las  muestras  y  se 
resuspendieron  en  1 ml  de una  solución de  PBS  con  IP  5 µg/ml  (Molecular  Probes)  y  con 
ARNasa  A  0,1 mg/ml  (Sigma)  y  se  incubaron  durante  30 minutos  a  37°C.  Finalmente,  se 
analizaron 1x104  células por  citometría de  flujo  (Coulter XL)  con  fluorescencia  lineal del  IP 
(contenido de ADN) y discriminación de los dobletes. La cuantificación de la fluorescencia del 
IP de las células fijadas mediante el programa ModFit LTTM (Verita Software House, Topshan, 
ME) permitió clasificar  las células según el contenido de ADN: 2n  (fase G0‐1,), 4n  (fase G2) o 
intermedio (fase S). 
6. Estudio  del  daño  genotóxico. Análisis  por  citometría  de  flujo  de  γH2AX:  Para  evaluar  el 
efecto  genotóxico  generado  por  MMC  mediante  la  detección  de  DSB,  se  evaluó  por 
citometría de  flujo  la  fosforilación de  la histona  γH2AX  [518] en  las células CD34+ sin y con 
interferencia para FANCA. Para ello, 1‐5x106 células tanto tratadas como sin tratar con MMC 
(33nM)  se  centrifugaron  a  300g  durante  4  minutos  a  temperatura  ambiente  y  se 
resuspendieron  en  0,5  ml  de  PBS.  Se  fijaron  con  1%  de  formaldehído  libre  de  metanol 
(Polysciences)  en  PBS  frío.  Tras  15 minutos  en  hielo,  se  lavaron  las  células  con  PBS  y  se 
sometieron a un segundo paso de fijación con etanol al 70% y a ‐20°C durante al menos dos 
horas. A continuación se realizó otro lavado con PBS y se resuspendieron en una solución de 
2 mL de BSA‐T‐PBS  (1% de  albúmina  sérica bovina, BSA –Sigma‐  y 0,2% de Tritón X‐100 –
Sigma‐ en PBS) durante 5 minutos. Tras centrifugar  las células a 300g durante 4 minutos, se 
incubaron durante  toda  la noche en 100 µl de  la  solución BSA‐T‐PBS conteniendo 1 µg del 
anticuerpo primario γH2AX (Upstate, JBW301). Al día siguiente y tras lavar el Ac primario, se 
resuspendieron  en  100 µl  de BSA‐T‐PBS  conteniendo  la  cantidad  adecuada  del  anticuerpo 
secundario  FITC  (Alexa  Fluor®  488 Goat Anti‐Mouse  IgG  (H+L),  Invitrogen),  y  se  incubaron 
durante 1 hora a  temperatura ambiente. Posteriormente  se centrifugaron durante 2 min a 
300  g  y  se  resuspendieron  las  células  en 1ml de  solución  con  IP  (2μg/ml).  Finalmente,  las 
células  fueron  analizadas  utilizando  un  citómetro  EPICS  LITE‐ESP  (Beckman  Coulter)  y 
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procesadas  con  el  programa  CXP  Analysis  (Beckman  Coulter).  Utilizando  distribuciones 
bivariables  fue  posible  distinguir  subpoblaciones  de  células  en  G1,  S  y  G2/M  basadas  en 
diferencias el contenido de ADN. 
7. Análisis  inmunofenotípico  de    células  CD34+  interferidas  trasplantadas  en  ratones 
inmunodeficientes.  A  partir  de  MO  obtenida  por  punción  medular  de  ratones 
inmunodeficientes trasplantados se lisaron las células con el objetivo de eliminar la población 
eritroide y se marcaron con   anti‐CD45 humano conjugado con TRI‐COLOR® (TC, PE‐Cy5), un 
marcador  de  células  hematopoyéticas  humanas,  combinado  con  anti‐CD34  humano 
conjugado  con  ficoeritrina  (PE)  (BD)  (marcador  de  células  progenitoras  hematopoyéticas 




11.1. Análisis de ARNm de FANCA. 
La expresión del gen humano FANCA (hFANCA) se analizó mediante PCR transcriptasa reversa 
cuantitativa a  tiempo  real  (del  inglés,  real‐time quantitative  reverse  transcriptase‐polymerase chain 
reaction, qRT‐PCR) con el objetivo de evaluar el grado de inhibición del gen hFANCA mediado por los 
diferentes  shARNs  utilizados  y  evaluar  la  expresión  del  gen  humano  FANCA  (hFANCA)  en  los 
diferentes clones de iPSC corregidos por edición génica. Para ello se extrajo el ARNm de 1x106 células 
utilizando el kit RNeasy Plus Mini (Qiagen GMBH) o bien utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen). 
En  ambos  casos,  el  ARNm  obtenido  fue  transcrito  de  forma  reversa  utilizando  el  kit 
RETROscript  (Invitrogen) para obtener ADN  complementario  (ADNc). Éste  se amplificó mediante  la 
reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) utilizando TaqMan Universal Mastermix 2x, 
NoAmpErase UNG (Applied Biosystems Roche) y se  llevó a cabo en el Rotor‐Gene RG‐3000 (Corbett 
Research).  La  expresión  relativa  del  transgén  FANCA  fue  determinada mediante  el método  2–ΔΔCt  
[519], utilizando oligos que hibridan en el ADNc de hFANCA (FANCA‐F: 5’‐GCTCAAGGGTCAGGGCAAC‐
3’ y FANCA‐R, 5’‐TGTGAGAAGCTCTTTTTCGGG‐3’) y  fueron detectados utilizando  la sonda hFANCA‐P 
(5’‐FAM‐CGTCTTTTTCTGCTGCAGTTAATACCTCGGT‐BHQ1‐  3’)  [520].  Como  gen  constitutivo  para 
realizar  la  relativización  se  utilizó  el  gen  de  la  β‐actina  humana  β‐actina‐F:  5’‐
ATTGGCAATGAGCGGTTCC‐3’,  β‐actina‐R:  5’‐CACAGGACTCCATGCCCA‐3’  y  la  sonda  β‐actina‐P:  5’‐
TexasRed‐CCCTGAGGCACTCTTCCAGCCTTCCBHQ2‐3’. 
 
11.2. Expresión de genes de pluripotencia en clones de iPSCs. 
Se estudió la expresión por qRT‐PCR de los genes de pluripotencia, tanto la expresión de los 
genes que  se han  introducido ectópicamente  (transgenes de  reprogramación del vector  lentiviral), 
como la expresión de los factores endógenos de transcripción asociados a pluripotencia.  
En primer  lugar, se extrajo el ARN total utilizando el kit “High pure RNA  isolation” (Roche) y 
los ADN codificantes  se obtuvieron mediante  transcripción  reversa utilizando el kit RETROscript de 
acuerdo  con  las  instrucciones del  fabricante.  La PCR a  tiempo  real  se  llevó a  cabo utilizando SYBR 
green (Roche) en la máquina “Applied Biosystems® 7500 Real‐Time PCR System” (Applied Biosystems) 
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vector de  reprogramación a  lo  largo del genoma. Para ello  se extrajo el ADN genómico  con kit de 
DNeasy  Blood  &  Tissue  siguiendo  el  protocolo  del  fabricante.  Se  utilizaron  100  ng  de  ADN  para 
evaluar por qPCR  la presencia de  la  integración del vector, para  lo cual se detectaron  los siguientes 
transgenes, según el caso: 
1. Detección del número de copias del vector VLDI:FANCA‐RH: Para evaluar el número de copias 
del  vector  de  HR  se  detectó  el  gen  eGFP  utilizando  los  siguientes  oligos:  eGFP  F:  5’‐
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Figura 24. Esquema   del vector VLDI:RH‐FANCA y  la hibridación de  los cebadores con el ADN para  la detección del número de 




para  evaluar  el  número  de  copias  del  vector  de  reprogramación  (pHAGE.STEMCCA.loxP),  se 
utilizaron  cebadores  que  detectaban  la  región  Wpre  F:  5’GGCACTGACAATTCCGTGGT3’  y  R: 
5’AGGGACGTAGCAGAAGGACG3’ (Fig. 25). 
 
OCT4 IRES SOX25’LTR cMYCEF1α E2
A
F2
A KLF4 Wpre 3’ΔLTR
loxP  





2–ΔΔCt  como  fue  reportado  previamente  [519].  Los  valores  obtenidos  fueron  normalizados  al  gen 
hAlbúmina puesto que es un gen constitutivo o housekeeping y nos sirvió como control. Los oligos 
utilizados  para  amplificar  este  gen  fueron  hAlb  F:  F:  5’‐GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT‐3’    y  hAlb  R: 
5’ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC3’  y  la  sonda  hAlb‐P  5’[TexasRed]  CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC 





como  control una muestra de ADN de  células HT4  (cedida por Genethon  [510]) que  contiene una 
copia del vector  lentiviral PGK.GFP.Wpre.Alb  insertado por  cada  célula, por  lo que  se utilizó  como 
control de referencia. Los genes con un valor de Ct ≥37 fueron excluidos del análisis. La reacción de 











la unión en 3’  se utilizaron oligonucleótidos para el gen hFANCA    y otro para  la  región 3’ del gen 
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AAVS1,  previamente  descrito  por  Lombardo  y  col.  [7]  (hFANCA  F:  5’‐ 



























un gel de agarosa al 0,8% a 40 V durante  toda  la noche y posteriormente  se  incubó el gel en una 
dilución 1:50 de HCl 37%  durante 20 minutos para que se produjera la hidrolización de enlaces de las 





mediante  calor,  sometiéndola  a  70‐80°C  en  una  estufa  durante  1‐2  horas.  Posteriormente  la 
membrana  se prehibridó  a 42°C durante 2‐4 horas  con  la  solución de prehibridación  (50%  v/v de 
formamida, 25% v/v de 0,5M NaH2PO4 pH=7,2, 15% v/v de H20, 5ml 5M NaCl y 7% p/v de SDS). A 
continuación, se marcó el ADN con la sonda marcada radioactivamente con 32P. La sonda consiste en 
un  fragmento de ADN del gen que deseamos detectar  (AAVS1 o eGFP) y  se obtuvo mediante PCR 
(Tabla  13).  Para marcar  la  sonda  se  desnaturalizó  a  95°C  durante  3 minutos  50  ng  del  ADN  que 
actuará  como  sonda. Posteriormente  se mezcló  con  el  sistema de marcaje de ADN Rediprime™  II  




nucleótidos no  incorporados en  la  sonda mediante  la purificación de esta mezcla  a  través de una 
columna  de  sephadex  (GE Healthcare).  La  sonda  purificada  se mezcló  con  400  µl  de  esperma  de 
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salmón  y  se  desnaturalizó  durante  10 minutos  a  95°C.  Finalmente  esta  solución  se  añadió  a  la 
membrana  junto  con  la  solución  de  hibridación  (posee  la misma  composición  que  la  solución  de 





















































basa  en  la  introducción  de  una  copia  correcta  del  gen  FANCA  en  el  locus  AAVS1,  evaluamos  la 
persistencia  de  las mutaciones  causantes  de  la  patología  en  las  iPSCs  generadas  a  partir  de  los 
fibroblastos corregidos. Esto nos permite confirmar que la corrección se debía a la introducción de la 
versión  del  gen  corregido  en  el  locus  AAVS1,  y  no  a  la  reversión  de  la mutación,  y  también  nos 
permitió confirmar la identidad de las iPSCs. 
Para ello se diseñaron cebadores en la regiones intrónicas flanqueantes a los exones de modo 
que  se pudieran  amplificar  completamente  las  regiones  correspondientes  a  cada exón. Además  la 
inclusión de estas zonas intrónicas es importante para la detección de posibles mutaciones de corta‐
empalme  o  splicing.  Los  cebadores  utilizados  para  amplificar  el  exón  8  y  36  del  gen  hFANCA  se 
detallan en la siguiente tabla 14 : 
 
Exón  Directo  Reverso  Tm  Tamaño 
8  5’‐ CTGAAGTGGATGGTCTGTGCC ‐ 3’  5’‐ CCCGTAAATAGGTACAAACAGC ‐ 3’  58°C  278pb 




La amplificación de  los fragmentos deseados se  llevó a cabo mediante una PCR utilizando  la 
Taq ADN polimerasa (Invitrogen) y cuyas condiciones consistieron en un ciclo de desnaturalización de 
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se  purificaron  con  el  kit  de  extracción  de  ADN  NucleoSpin  Extract  II  kit  (Macherey‐Nagel).  La 
secuencia  del  ADN  correspondiente  a  los  productos  de  amplificación  se  determinó  mediante 
secuenciación  automática  con  el  equipo ABI  3730XL  (Applied  Biosystems).  El  análisis  de  las 
secuencias obtenidas se realizó mediante dos métodos: 
 Alineamiento local: Permite la comparación de pequeños fragmentos de ADN de dos secuencias 
en  toda  su  longitud.  Para  ello  se  utilizó  el  programa  “EMBOSS Matcher  ‐  Pairwise  Sequence 
Alignment”    (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_matcher/nucleotide.html).  Los 
alineamientos  obtenidos  fueron  comparados,  finalmente,  con  la  base  de  datos  genética 
“ensembl” (http://www.ensembl.org/index.html). 
 Interpretación  de  los  cromatogramas  de  las  secuencias: Permite  un  mejor  análisis  de  las 
mutaciones ya que se puede determinar si se ha producido un cambio en el marco de  lectura, 





En  nuestro  trabajo  se  ha  determinado  el  estado  de  metilación  de  las  islas  CpG  en  los 
promotores de dos genes implicados en pluripotencia (NANOG y OCT4). 
Para ello se extrajo ADN genómico de  los clones  iPSC de  interés, de CMEs control y de  los 
fibroblastos derivados del paciente AF‐A 52 con el kit DNeasy Blood & Tissue. Tras la cuantificación de 










 Para  el  análisis  del  promotor  de  OCT3/4  se  realizó  una    PCR  en  la  que  se  obtuvo  un 
producto de 466 pb de longitud con 12 islas CpG mediante la amplificación con la siguiente 
pareja  de  cebadores  [9]  F:  5’GAGGTTGGAGTAGAAGGATTGTTTTGGTTT3’  y  R: 
5’CCCCCCTAACCCATCACCTCCACCACCTAA3’.  
 Del mismo modo, para el análisis del promotor de NANOG se realizó una PCR utilizando la 
pareja  de  cebadores  F:  5’TGGTTAGGTTGGTTTTAAATTTTTG3’  y  R:  5’ 
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AACCCACCCTTATAAATTCTCAATTA3’ [9] que produjeron un amplicón de 335 pb de longitud 
y que incluía 8 islas CpG.  






con X‐Gal  (5‐bromo‐4‐cloro‐3‐indolil‐β‐D‐galactopiranósido). Al día  siguiente  se picaron 10  colonias 
blancas,  que  eran  aquéllas  que  habían  incorporado  el  fragmento  de ADN  deseado,  y    de  ellas  se 










‐ Células antes y después de  la  interferencia de FANCA, para  lo cual  se purificó el extracto de 
proteína  nuclear  de  5x106  células  totales  mediante  Nuclear  Extraction  Kit  (Chemicon 
Internacional) siguiendo las instrucciones detalladas por la casa comercial.   








laboratorio  de  Tris‐Glicina  (4%  concentrador  y  6%  separador).  Se  corrieron  durante 
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Una  vez  transferidas  las  proteínas,  se  bloquearon  los  sitios  inespecíficos  de  la membrana 
utilizando   una solución de bloqueo preparada con  leche en polvo (5%) diluida en TBS‐T (50 mmol/l 








Thermo  Scientific,  Pierce  Biotechnology,  USA)  se  realizó  mediante  la  exposición  de  películas 
fotográficas (Amersham) y una reveladora automática (Curix60, AGFA). 
Para  la detección de  la proteína  FANCD2,  se  eliminó  el  anticuerpo de  FANCA mediante  el 
lavado durante 20 minutos  a  temperatura  ambiente  con  la  solución Re‐blot‐mild  (Chemicon)  y  se 
incubó  la  membrana  con  el  anticuerpo  policlonal  FANCD2  (ab2187,  Abcam).  El  resto  del 
procedimiento se llevó a cabo igual que en el caso de la detección de FANCA. 
Finalmente,  para  determinar  la  cantidad  de  proteína  como  control  de  carga  se  utilizó  el 
anticuerpo  anti‐β‐actina  generado  en  ratón  (ab6276,  Abcam).  En  este  caso  como  anticuerpo 







18.1. Identificación de marcadores celulares. 
18.1.1.  Análisis de focos nucleares de FANCD2 por Inmunofluorescencia. 
Para  poner  de manifiesto  los  focos  de  reparación  en  el  núcleo  de  la  célula  se  realizó  un 
marcaje de inmunofluorescencia de la proteína FANCD2. 
Para ello se sembraron, por duplicado, en portas con cámara (Nunc, Sigma) tratados con 1 ml 
de  gelatina  0,1%  a  37°C  durante  toda  la  noche,  5x104    células  adherentes  (MRC5,  fibroblastos 
primarios o células derivadas de  iPSCs) ó 5x105 células CD34+/ml en portaobjetos pre‐tratados con 
retronectina  (20μg/cm2  durante  24  horas  a  4°C). Veinticuatro  horas  después,  se  trató  durante  16 
horas  uno  de    los  duplicados  con Mitomicina  C  (MMC,  SIGMA):  40nM  para  los  experimentos  de 
interferencia y 200 nM para los experimentos de RH, para promover la acumulación subnuclear de las 
horquillas de  replicación de ADN bloqueadas. Al día  siguiente,  se  lavaron  las  células  con  TBS  y  se 
fijaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con paraformaldehído al 3,7% (Sigma‐Aldrich) en 
PBS 1X. Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBS (20 ml Tris‐HCl 1M, 35 ml NaCl 4M y 945 ml 
de H2O)  y  se  incubaron  las muestras  con  Tritón  X100  (SIGMA, UK)  0,5%  durante  5 minutos  para 
permeabilizar  la  membrana.  Tras  esta  incubación  se  lavaron  las  células  3  veces  con  TBS.  A 
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continuación,  se  procedió  al  bloqueo  de  los  sitios  inespecíficos  utilizando  para  ello  un  tampón 
compuesto por Nonidet‐P40 (Sigma) 0,1%, y 10% suero fetal bovino (FBS). Después de 45 minutos, se 
incubaron las células con el anticuerpo primario FANCD2 humano (ab2187‐50, Abcam),  diluido 1:200, 
en  el  tampón  de  bloqueo  durante  toda  la  noche  a  4°C.  Tras  la  realización  de  tres  lavados  de  10 
minutos de las células con TBS, las células se incubaron con el anticuerpo secundario IgG anti conejo 
conjugado  con  el  fluorocromo  TexasRed  (711‐075‐152,  Jackson  Immunoresearch  laboratorios), 
diluido  1:500  en  tampón  de  bloqueo,  y  con DAPI  (4',6‐Diamidino‐2‐fenilindol  diclorhidrato)  1:400 
(Roche)  que  se  une  de  forma  específica  al  ADN.  Tras  45 minutos  de  incubación  a  temperatura 
ambiente se lavaron las células 3 veces con TBS y se procedió al montaje de los portas con moviol y a 
su almacenamiento a 4°C. 
Las  preparaciones  se  observaron  con  un microscopio  de  fluorescencia Axioplan  2  imaging 
(Carl Zeiss) utilizando una distancia de trabajo 100x/1,45 con aceite de inmersión y el objetivo de 0,17 
mm. Se contabilizó el número de células con más de 10 focos nucleares en un total de de 200 células 






generadas,  fue  estudiar  la  expresión  de  diferentes  marcadores  de  pluripotencia.  Para  ello  se 
crecieron  colonias de  iPSCs  en pocillos de placas  de p‐6,  se  fijaron  con paraformaldehído  al  3,7% 
(Sigma‐Aldrich) y se mantuvieron en PBS1X, para la posterior detección de estos marcadores. 
Por un  lado, se  llevó a cabo  la tinción con el kit Vector Blue Substrate  (Vector Laboratories, 
http://www.vectorlabs.com) para detectar la expresión de la fosfatasa alcalina (AP), que se realizó tal 
y como se indica en las instrucciones del fabricante. 
Por otro  lado,  las colonias de  iPSCs  se marcaron con anticuerpos  inmunofluorescentes que 
detectan marcadores de pluripotencia: OCT3/4  ‐ver tabla 12‐, NANOG ‐ver tabla 12, TRA‐1‐60 que es 
un  antígeno  que  se  expresa  sobre  la  superficie  de  las  CME  humanas  y  que  está  asociado  con  un 
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18.2. Análisis de teratomas mediante tinción de hematoxilina-eosina e 
inmunohistoquímica. 
Entre los análisis para confirmar la pluripotencia de las iPSCs también se encuentra aquél en 
el  que  se  demuestra  su  capacidad  para  generar  tejidos  de  las  tres  capas  embrionarias.  Para  la 
identificación de estas tres capas se analizaron los teratomas formados en ratones inmunodeficientes 
tras  la  inyección  de  estas  células.  Después  de  10‐15  semanas  los  teratomas  formados  fueron 
extraídos y transferidos a una solución de formalina al 10% (SIGMA) para su fijación. Posteriormente 
se prepararon secciones de parafina de cada teratoma y se analizaron histológicamente tanto con la 
tinción  con  hematoxilina‐eosina,  como  mediante  la  utilización  de  anticuerpos  específicos  para 
reconocer tejidos pertenecientes a las tres capas embrionarias. 
En este último caso, las secciones de parafina de los teratomas se desparafinaron e incubaron 
a 95°C en 10 mM de  citrato  sódico  (Merk) a pH 6,0, y Tween 20  (Sigma) durante 30 minutos.  Las 
secciones  se  lavaron con PBS y  se bloquearon con una  solución compuesta por PBS, 4% FBS, 0,2% 
Tritón x100 (MerK) durante 30 minutos a RT. Por último, las preparaciones se incubaron durante toda 
la noche (O/N) a 4°C con uno de los siguientes anticuerpos para cada preparación: anti‐actina alpha‐
smooth muscular‐Cy3 monoclonal  (C6198, Sigma), ac  conejo anti‐Brachyury  (ab 20680, Abcam), ac 
conejo anti‐FOXA2  (ab40874, Abcam), ac conejo anti‐β‐III tubulina específica de neurona  (ab18207, 









19.1. Análisis de cariotipo y aberraciones cromosómicas. 
En primer lugar las células en proliferación se trataron o no con 0,1 µg/ml de diepoxibutano 





Para  el  estudio  del  cariotipo  y  de  las  aberraciones  cromosómicas  de  los  diferentes  tipos 
celulares que se quisieron analizar, se realizó un protocolo para la obtención de metafases. Para ello 




someterá  a  las  células  a un  choque osmótico que permitirá una óptima  separación  cromosómica. 
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Posteriormente,  las  células  se  fijaron  con una  solución metanol:acético  (3:1  vol/vol)  y  se  lanzaron 
unos 25 µl de esta solución sobre un porta humedecido previamente con agua caliente para facilitar 
la  expansión  de  las  células. A  partir  de  este momento  y  dependiendo  del  objetivo  del  análisis  se 
siguieron diferentes protocolos para la visualización de las metafases: 
1. Células progenitoras hematopoyéticas CD34+. Las metafases se  tiñeron,  tras 12 horas, con 
1% Giemsa en  tampón  fosfato, pH=6,8, y  se analizaron de 25 a 40 metafases por muestra 
para  contabilizar  las  aberraciones  cromosómicas  entre  las  que  se  incluyeron  roturas 
cromosómicas  y  cromatídicas,  fragmentos  acéntricos  e  intercambios  entre  cromosomas  y 
cromátidas. 
2. iPSCs corregidas por edición génica. A  las 24 horas tras  la preparación de  los portas con  las 
metafases,  se  realizó  la  hibridación  del  ADN  con  sondas  que  nos  permitieran  detectar  e 
identificar  los  cromosomas.  La  hibridación  se  llevó  a  cabo  según  una  modificación  del 
procedimiento  descrito  por  Samper  y  col.  [531]  y  por  Estrada  y  col.  [532],  utilizando  una 
sonda de ácidos péptido nucleicos  (PNA)  telomérica marcada  con Cy3‐LL(CCCTAA)3’  y otra 
sonda  para  marcar  la  región  alfa‐satélite  del  cromosoma  marcada  con  FITC 
LL(ATTCGTTGGAAACGGGA) (Eurogentec).  A  continuación  se  realizaron  3  lavados  post‐
hibridación de 10 minutos  cada uno  con PBST 0,1 %  Tween 20  a 60°C  y  se deshidrataron 
mediante  lavados  seriados de 5 minutos en etanol al 70, 90 y 100%.  Las preparaciones  se 
montaron  en  Vectashield  H‐1200  con  DAPI  (Vector  Laboratories).  Las  imágenes  de 
fluorescencia se adquirieron con un microscopio Nikon 90i con el objetivo 100X 1.3 N/A plan 
flour,  y  una  cámara  monocroma  digital  Olympus  (Kushima  City,  Miyazaki,  Japan).  Las 
imágenes  digitales  fueron  adquiridas  con  el  programa  Cytovision Genus  (Genetix,  Boston, 
MA,  USA).  Se  analizaron  20  metafases  por  cada  clon  de  iPSCs.  Para  la  detección  de 
aberraciones cromosómicas se aplicaron los siguientes criterios:  
‐ Las  roturas  cromosómicas  o  cromatídicas  se  contabilizaron  cuando  se  observaron 
huecos  en  una  o  dos  cromátidas  cuyo  centrómero  correspondiente  había  sido 
identificado. 
‐ Fragmentos  cromosómicos:  Trozos  de  cromosomas  cuya  pertenencia  a  un 
cromosoma no había sido fácilmente identificada. 
‐ Fusiones:  Se  analizaron  los  cromosomas  que  se  habían  unido  por  sus  extremos 





19.2. Estudios de alteraciones en iPSCs mediante matriz de CGH. 
Para evaluar  las posibles alteraciones en  las  iPSCs modificadas se  llevó a cabo un análisis de 
CGH (del inglés comparative genomic hybridization) que evalúa el número de cambios en el número 
de copias  (pérdida o ganancia) de nuestras muestras  respecto a una muestra de  referencia. Como 
control de las posibles alteraciones en las iPSCs modificadas genéticamente se utilizaron fibroblastos 
del paciente AF‐A 52, que son  las células originalmente utilizadas para  llevar a cabo  los procesos de 
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corrección por RH y de reprogramación. Además, como control de referencia también se ha utilizado 
ADN de un control sano (Promega). 
En nuestro caso el ADN genómico de  los clones de  iPSCs se hibridó utilizando  la plataforma 
KaryoNIM® STEM CELL, diseñada por  la empresa NIMGenetics, que consiste en una matriz o array‐
CGH de 60 000 cebadores distribuidos a  lo  largo del genoma y dirigidos a detectar  las alteraciones 
genéticas  relacionadas  con  inestabilidad  cromosómica  (aneuploidías, amplicones y deleciones) que 
pueden  estar  presentes  en  cultivos  de  células madre  humanas  destinadas  a  terapia  celular.  Esta 
plataforma  permitió,  además,  analizar  datos  genéticos  de  más  de  400  genes  seleccionados 
relacionados  con  el  cáncer  y  la  progresión  tumoral,  entre  los  que  se  incluyen  genes  como U5F1, 
SOX2, NANOG, MYC, KLF4, LIN28, relacionados con la reprogramación celular. 
El análisis bioinformático se  realizó utilizando el parámetro ADAM‐2  (ventana 0,5 Mb, A=6) 
para  analizar  el  número  de  copias  de  ADN  presente  para  las  diferentes  sondas.  Se  aceptó  como 
variación en el número de copias del ADN cuando como mínimo se obtuvo el mismo resultado con 5 
sondas consecutivas. El diseño cubrió, al menos con 5 sondas, 395 genes y 20 regiones relacionadas 





Las colonias de  iPSCs se desprendieron de  la capa de estroma  (HFFs) utilizando colagenasa 
tipo  IV  (Gibco)  a  200  unidades/ml  en DMEM  KO  durante  30 minutos  a  37°C.  Esta  enzima  es  una 
proteasa con especificidad por los enlaces entre un aminoácido neutral (X) y la glicina en la secuencia 
Pro‐X‐Glyc‐Pro  que  se  encuentra  preferentemente  en  el  colágeno.  En  nuestro  caso  permite  la 
separación de las colonias de iPSCs del estroma. Posteriormente los clones se centrifugaron (200 g, 3 
min ) y resuspendieron en medio de diferenciación formado por KO‐DMEM (Gibco), 20% de FBS no 
inactivado  por  calor,  1%  de  aminoácidos  no  esenciales  –NEAA‐  (Lonza,  Biowhitaker),  L‐Glu  1mM 




ácido  ascórbico  (Invitrogen),  100  ng/ml  SCF  (EuroBioSciences),  100  ng/ml  de  ligando  Flt3 
(EuroBioSciences),  10  ng/ml  de  IL3  (Biosource),  10  ng/ml  de  IL6  (Prepotech),  100  ng/ml  de  TPO 
(EuroBioSciences),  50ng/ml  de  BMP4  (Prepotech),  200  ng/ml  de  Wnt11  (R&D)  y  5  ng/ml  VEGF 





se detalla  en  el  apartado de  citometría de  flujo  (ver material  y métodos,  apartado 10)  y  también 
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21.1.  Estudio del injerto de células CD34+ interferidas en ratones inmunodeficientes. 




Los  análisis  del  injerto  se  realizaron  a  30,  60,  90  y  120  días  tras  el  trasplante  en  células 
obtenidas de la MO del ratón. Para ello se extrajo MO del fémur de los ratones utilizando una aguja 
hipodérmica de 25G  x 5/8’’ y  las  células extraídas  se analizaron  inmunofenotípicamente mediante 























































experimentos  de  interferencia  de  FANCA  con  el  vector  VL:sh7FANCA,  corrección  mediante  los  vectores  VL:PGK.FANCAsilente  mut  y 
VL:PGK.FANCA clínico, injerto en ratones inmunodeficientes y su posterior análisis por citometría de flujo y ensayos clonogénicos. 
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21.2. Generación de teratomas en ratones NSG con iPSC-AFeg. 





inyectaron de 1‐3x106  células por  ratón utilizando una  jeringa  con una aguja de 23g 1’’  (BD) en  la 
parte de atrás del  cuello del  ratón  subcutáneamente, entre  los omóplatos del  ratón  receptor NSG 
(NOD.Cg‐Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ). Después de 6‐8 semanas los teratomas formados se extrajeron y se 
transfirieron a una solución de formalina al 10% (SIGMA) para su fijación. A partir de este momento, 





de  la media. Para analizar  la presencia de diferencias  significativas entre  los grupos de estudio,  se 






utilizó  la  prueba U  de Mann‐Whitney‐Wilcoxon,    también  denominada  como  prueba  de  suma  de 
rangos Wilcoxon, o prueba de Wilcoxon‐Mann‐Whitney. Se trata de una prueba no paramétrica con 







        
 IV.RESULTADOS 




1.1. Eficacia de diferentes VL:shARNs para inhibir la expresión de FANCA en 
células sanas. 
Estudios iniciales utilizando cinco vectores que expresaban diferentes shARNs dirigidos contra 
la  región 3’UTR y el ADN  codificante  (ADNc) del gen FANCA no mostraron eficacia  suficiente en  la 
inhibición del gen FANCA  para generar un fenotipo de AF en las células humanas MRC5 cultivadas in 
vitro (datos no mostrados, Trabajo de investigación –DEA‐ 2009). 
Por  todo  ello,  nos  planteamos  utilizar  nuevas  shARNs  dirigidos  contra  la  región  de  ADN 
codificante del gen FANCA, cuya eficacia inhibitoria había sido ya demostrada en otros tipos celulares, 
aunque con su expresión dirigida por el promotor U6 [136]. Los denominamos sh6FANCA, sh7FANCA, 







En  primer  lugar,  y  para  estudiar  el  efecto  de  los  diferentes  shFANCA  sobre  las  células 
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1.1.2. Evolución de la intensidad media de fluorescencia a lo largo del tiempo. 
Puesto que  los VL:shARNs, además de portar  la secuencia de silenciamiento, poseen el gen 




más  elevada  a  72  horas  post‐transducción  (VL:sh7FANCA  y  VL:sh6FANCA),  disminución  que  no  es 
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El  siguiente  paso  fue  analizar  la  expresión  del  gen  FANCA  por  qPCR  en  las  células MRC5 
transducidas  con  los  diferentes  VL:shFANCA  diseñados.  El  análisis  realizado  a  48  horas  tras  la 
transducción  muestra  que  la  inhibición  fue  prácticamente  del  100%  en  el  caso  de  las  células 
transducidas  con VL:sh6FANCA  y VL:sh7FANCA  y del 88%  cuando  se utilizó  el VL:sh8FANCA.   Para 
evaluar si  la  inhibición observada era estable a  lo  largo del tiempo, se realizó un nuevo análisis a 9 
días post‐transducción. Los resultados obtenidos señalan que  las células que expresan el sh8FANCA 










































la expresión del gen  FANCA a nivel de ARNm, quisimos  comprobar  la eficacia de  los mismos para 
reducir  los  niveles  de  proteína  FANCA  total  y  de  la  fracción  FANCD2  monoubiquitinizada. 
Recordemos, que es necesaria  la presencia de  todas  las proteínas del core de AF, entre  las que  se 
incluye  FANCA,  para  que  FANCD2  sea  monoubiquitinizada.  Es  importante  resaltar  que  para  la 
realización  de  este  análisis  se  utilizaron  células  MRC5  transducidas  con  los  VL:sh6FANCA  y  VL: 
sh7FANCA sin seleccionar en base a  la expresión de eGFP, puesto que estas poblaciones mostraban 
valores porcentajes de transducción cercanos al 95%. En el caso de las células MRC5 transducidas con 
el  VL:sh8FANCA  el  porcentaje  de  células  eGFP  positivas  fue  del  40%,  por  tanto,  además  de  ser 
analizadas  sin  seleccionar,  se  seleccionaron  mediante  un  separador  celular  para  obtener  una 
población altamente enriquecida en células que expresaban eGFP (> del 85%). 
En la figura 32 se puede observar que, tras 18 dpt, existía prácticamente una reducción total 
de  la  proteína  FANCA  en  las  células  transducidas  con  el  VL:sh7FANCA.  Lo mismo  ocurrió  con  la 
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nivel de proteínas  FANCA  y  FANCD2 monoubiquitinizada en  células MRC5  transducidas  con  vectores que  expresan  sh6FANCA,  sh7FANCA, 
sh8FANCA (células sin seleccionar y seleccionadas) y shcontrol. Los extractos proteicos se recogieron a 18 dpt y la proteína se analizó por WB y 
marcaje con anticuerpos específicos de FANCA humano y FANCD2. Los datos se expresan, en el caso de FANCA, como la relación entre FANCA 
y  el  control  de  carga  (vinculina)  y  en  el  caso  de  FANCD2  como  la  relación  entre  la  banda monoubiquitinizada  (166KDa)  y  la  banda  no 
monoubiquitinizada  (163KDa). Los  resultados  se han  relativizado a  las células MRC5  transducidas con el VL.shcontrol, a  las  cuáles  se  le ha 
asignado el valor 1. 
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1.1.4. Inhibición  de  la  ruta  de  AF  a  nivel  funcional:  Ausencia  de  focos  nucleares  de 
FANCD2. 
Para  confirmar  los  resultados  anteriores  en  los que  se mostraba una  inhibición de  FANCA 
tanto a nivel proteico como de ARNm, se evaluó la inhibición de la ruta con un ensayo funcional que 
consistió  en  estudiar  si  la  capacidad de  FANCD2 para movilizarse  a  los  sitios de  reparación  (focos 
nucleares) también se vería afectada. Para ello se analizó, mediante inmunofluorescencia, el número 


































sh6FANCA,  sh7FANCA,  sh8FANCA  y  shcontrol  tanto  en  ausencia  como  en  presencia  de MMC.    Se  observa  una  clara  inhibición  de  la 
movilización de FANCD2 a los sitios de reparación en células que expresan sh6FANCA y sh7FANCA. 
 
Observando  las  imágenes  obtenidas  del microscopio  de  fluorescencia  podemos  confirmar 
que, en presencia de MMC,  las células que expresan el vector VL:sh6FANCA y VL:sh7FANCA, y por 
tanto la proteína eGFP (células verdes) son aquellas en los que no se observó presencia de focos en el 
núcleo  (marcados en rojo) (Fig. 34). Por otro  lado,  las células no transducidas presentaron focos de 
FANCD2 en porcentajes similares a  las células control. Además,  las células que  fueron  transducidas 
con el vector VL:sh8FANCA presentaron un número de  focos de  reparación en presencia de MMC 
más  elevado  que  el  observado  en  células  tratadas  con  los  otros  shARNs,  lo  que  confirma  los 
resultados  anteriores  en  los  que  se  demuestra  que  el  VL:sh8FANCA  no  fue  capaz  de  inhibir  la 
expresión del gen FANCA de forma significativa. 
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expresión de  la proteína  eGFP,  indica qué  células  están  transducidas.  Los núcleos  se muestran  azules   por  tinción  con DAPI.  La  visión 
conjunta de Texas Red y eGFP nos permite  colocalizar a  las  células  transducidas  con  la presencia o no de  focos. Se observa que en  las 
células que expresan sh6FANCA y sh7FANCA no existen focos  FANCD2 en las células verdes (expresan el shARN). 
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1.2. Inhibición de FANCA mediante VL:shARNs en progenitores hematopoyéticos 
CD34+ de sangre de cordón umbilical. 
Puesto  que  el  sh7FANCA  demostró  una mayor  eficacia  para  silenciar  la  expresión  del  gen 
FANCA,  se eligió este vector para llevar a cabo la inhibición de la ruta de AF en células progenitoras 
hematopoyéticas humanas CD34+. En el siguiente bloque de resultados evaluamos in vitro el fenotipo 
de  estas  células  transducidas  con  el  VL:sh7FANCA.  A  partir  de  este  momento,  también  nos 
referiremos a estas células como CD34+ interferidas. 
 
1.2.1. Inhibición  de  focos  nucleares  de  reparación  de  FANCD2  en  células  CD34+ 
interferidas. 
Al igual que en la línea celular MRC5 se estudió la inhibición de la ruta de AF en progenitores 
hematopoyéticos  CD34+  transducidos  con  VL:sh7FANCA  mediante  el  análisis  de  los  focos  de 
reparación de FANCD2. Se pudo observar que la expresión de sh7FANCA en estas células inhibía, de 
forma significativa, la formación de focos FANCD2 en comparación con las células que expresaban el 
vector  control  (CD34+  control),  tanto  en  ausencia  como  en  presencia  de MMC.  Esto  confirma  el 
silenciamiento del gen FANCA y, por tanto, el fallo en la ruta de AF (Fig. 35a). Además, como se puede 
observar en la figura 35b, en un conjunto de células en las que no se seleccionó la población eGFP+, 






















































que ambos ADNc se coexpresan. Esto queda patente en  la  figura 35c en  la que se observa que en 
aquellas células en las que había una elevada expresión de eGFP y, por tanto, de shFANCA, no había 
formación  de  focos  FANCD2; mientras  que  las  células  con  una  baja  expresión  de  eGFP  ‐lo  que 










de  progenitores  hematopoyéticos  (PHs)  en  comparación  con  el  existente  en  la MO  de  donantes 
sanos, alcanzando valores de hasta el 80% de  reducción  [533]. Por ello,  se analizó  la capacidad de 
generación de PHs in vitro a partir de las células CD34+ en las que se había interferido el gen FANCA. 
Mediante  cultivo  clonogénico,  se  observó  que  había  una  ligera  disminución,  del  12,5%,  en  la 
capacidad de  generación  de  PHs  a partir de  las CD34+  interferidas  en  comparación  con  las CD34+ 
control que  expresaban  el  shcontrol  (Fig.  36a).  Sin  embargo,  cuando  replaqueamos  estas  colonias 
primarias  en  nuevas  placas  de  metilcelulosa  con  el  objetivo  de  analizar  el  comportamiento  de 
progenitores sometidos a estrés proliferativo, observamos una significativa reducción en la formación 
de colonias que alcanzó valores de hasta el 90% (Fig. 36b).  
Este  comportamiento emula  lo que ocurre en  la MO de pacientes de AF,  indicando que el 















































VL:shcontrol : :s control VL:sh7FANCA   
Figura 36. Capacidad de formación de colonias hematopoyéticas a partir de células CD34+ interferidas. a) Porcentaje de colonias basales a 
partir  de  células  CD34+  interferidas  en  comparación  con  células  CD34+  control.  n=9.  b)  Porcentaje  de  colonias  secundarias  obtenidas 
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entrecruzantes del ADN, tales como  la MMC. Al  igual que ocurre en el caso de  los PHs de pacientes 






































en  el  ADN,  como  el  diepoxibutano  (DEB)  [82,  534].  En  la  figura  38    podemos  observar  que  el 
porcentaje  de  células  CD34+  que  poseen  aberraciones  cromosómicas  en  presencia  de  DEB  está 








































característica,  se analizó  la  respuesta de estas células a diferentes concentraciones de TNFα. En  la 
figura  39a  se muestra  que  la  capacidad  de  expansión  in  vitro  de  las  células  CD34+  interferidas, 
disminuida ya de  forma basal  respecto a  las CD34+ control  (expresan  shcontrol), es menor  cuando 














































































sido  utilizada  también  como  prueba  diagnóstica  [86].  Por  ello,  se  analizó  si  esta  característica  se 
observaba también en las células interferidas en FANCA.  
Los  resultados  obtenidos  mostraron  que  las  células  CD34+  transducidas  con  el  vector 



















muestra  el  porcentaje  de  células  interferidas  que  se  acumulan  en  fase    G2/M    tanto  en  presencia  como  en  ausencia  de MMC  en 
comparación con las células control.  
 
Puesto  que  nuestras  células  interferidas  no  reproducían  la  parada  de  ciclo  observada  en 
células AF, estudiamos  si esto pudiera  ser debido  a que  la MMC no  inducía daño  suficiente en  la 
célula para que ocurriera, aunque  sí es cierto que este daño era  suficiente para que  se generaran 





fosforila,  pasando  de  la  histona  H2AX  a  γH2AX,  tras  la  formación  DSBs.  Además,  esta  proteína 
participa en la activación de otras proteínas implicadas en la parada del ciclo celular.  
Nuestros  resultados mostraron  que  existía  un  aumento  en  la  expresión  de  γH2AX  en  las 
células CD34+ transducidas con VL:sh7FANCA, tanto en presencia como en ausencia de MMC, lo que 
indicaba un aumento de  las DSBs (Fig. 41a). Es decir,  la MMC  inducía daño en el ADN de  las células 
interferidas, aunque esto no se tradujera en una parada de ciclo. 
Además,  también  se  estudió  el  nivel  de  apoptosis  que  presentaban  estas  células  para 
justificar si la ausencia de parada en la fase G2/M era debida a que las células entraban directamente 
en apoptosis.  La muerte  celular  se  reflejó  como  la  fracción  sub‐G1 que  representa  los  fragmentos 
nucleares medidos por  citometría de  flujo.  En  la  figura 41b  se observa que  las  células CD34+ que 
expresan  sh7FANCA  muestran  un  mayor  porcentaje  de  apoptosis  (fase  sub‐G1)  que  las  células 
control,  tanto  en presencia  como  ausencia de MMC, donde  el porcentaje de  células  en  apoptosis 
duplicaba al obtenido en células control. 
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1.3. Desarrollo de un modelo humanizado de AF: Trasplante de células CD34+ 
interferidas en FANCA en ratones inmunodeficientes. 
Una  vez  que  se  confirmó  in  vitro  que  las  células  CD34+  transducidas  con  VL:sh7FANCA 
reproducían  la  mayoría  de  las  características  observadas  en  células  de  pacientes  AF,  decidimos 
desarrollar  un  modelo  humanizado  de  la  enfermedad  mediante  el  trasplante  de  células  CD34+ 
interferidas en ratones inmunodeficientes. En este modelo se estudió la capacidad de injerto de estas 
células y su potencial de repoblación a lo largo del tiempo. Hay que resaltar que hasta la fecha no se 






de  sangre  de  cordón  transducidas  bien  con  el  VL:shcontrol  o  el  sh7FANCA  en  ratones 
inmunodeficientes NOD/SCID. Las células trasplantadas estaban transducidas a un nivel del 20% y se 
realizaron análisis del porcentaje de  injerto evaluando  la proporción de células eGFP+ dentro de  la 
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(Fig. 42a), la tendencia en el caso de las células transducidas con VL:sh7FANCA fue la contraria, pues 
en estos ratones el porcentaje de  injerto disminuyó a  lo  largo del tiempo post‐trasplante (Fig. 42b). 
Este resultado mimetiza el fallo de MO observado en los pacientes y resalta, junto con la observación 
in vitro de la disminución de la generación de colonias secundarias, la necesidad de inducir un estrés 




































































Figura  42.  Análisis  del  injerto  de  células  CD34+  de  sangre  de  cordón  transducidas  con  VL:shARN  en  ratones  inmunodeficientes.  La 
evolución del porcentaje de células eGFP+ en el injerto humano (células que expresan hCD45+) fue creciente en el caso de las células que 
expresaban el  shcontrol   y decreciente  cuando expresaba el  sh7FANCA. Cada punto  corresponde a un  ratón y  se  realizaron análisis del 
injerto en MO a 30, 60 y 90 días. NOTA: Los puntos en color azul  indican  los  ratones de  los cuáles se obtuvieron células de MO para  la 
realización de los experimentos explicados en el apartado 1.3.2. 
 
1.3.2. Caracterización  fenotípica de  los PHs obtenidos de  ratones  trasplantados con células 
CD34+ interferidas. 
Para  confirmar  que  la  interferencia  del  gen  FANCA  se  mantenía  in  vivo  y  no  se  habían 
seleccionado  células que no estuvieran  interferidas por  su desventaja  frente  a  aquellas  células no 




Para responder a  la pregunta de si  la  interferencia seguía siendo efectiva en  los PHs tras haber 
sido injertados en los ratones se extrajo MO de los dos ratones señalados en azul en la figura 42 .Se 
estudió  su  capacidad de generar UFCs en metilcelulosa  con  factores humanos  y de  sobrevivir a  la 
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porcentaje  inicial  de  injerto  de  las  células  transducidas  fue  similar  en  las  dos  condiciones.  Esto 
confirma que la presencia de un estrés induce la pérdida de los PHs interferidos, tal y como ocurre en 



































































Figura  43.  Cuantificación  de  colonias  procedentes  de  la  MO  de  ratones  inmunodeficientes  a  90  días  post‐trasplante  con  células 
interferidas.  a)  Las  células  extraídas  de MO  de  un  ratón  trasplantado  con  CD34+  transducidas  con  el  VL:sh7FANCA  y  otro  con  CD34+ 
transducidas con el VL:shcontrol  fueron cultivadas en metilcelulosa específica para células humanas y se observó una disminución en el 
número de colonias eGFP+ humanas procedentes de PHs interferidos (n=3). Las barras de error representan el error típico de la media. NS: 
No significativo, ***p<0,001   b) El tratamiento con dosis crecientes de MMC mostró una reducción en  la supervivencia de  las UFCs en el 
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1.4. Estudio de nuevas aproximaciones terapéuticas utilizando el modelo 
humanizado de AF: Terapia Génica. 
 El  conjunto de  resultados mostrados en el  apartado 1.3  sugiere que el  ratón humanizado 
generado  mediante  el  trasplante  de  progenitores  hematopoyéticos  CD34+  transducidos  con 
VL:sh7FANCA podría  ser un modelo  adecuado para  estudiar distintas  aproximaciones  terapéuticas 
para  el  tratamiento  del  problema  hematológico  de  la  AF.  Una  de  las  terapias  en  las  cuales  está 
involucrado nuestro laboratorio se basa en la terapia génica con vectores lentivirales portadores del 
gen FANCA para complementar el defecto genético y solucionar el problema a nivel hematológico en 




1.4.1. Generación  y  eficacia  del  vector  terapéutico  PGK.FANCA.Wpre*  con mutaciones 
silentes en FANCA.  
Para estudiar  la eficacia del protocolo de  terapia génica en primer  lugar se han de generar 
células madre  hematopoyéticas  interferidas  para  el  gen  FANCA.  Posteriormente  estas  células  se 
transducirán con el vector  terapéutico  (VL:PGK.FANCA.Wpre*) y  se evaluará su eficacia para poder 
reconstituir  la  hematopoyesis  de  un  ratón  inmunodeficiente.  Sin  embargo,  la  utilización  de  este 
vector nos plantea el problema de que ningún shARN dirigido contra la región 3’UTR del gen FANCA 




Para  solventar  este  problema,  diseñamos  un  nuevo  vector  con  mutaciones  silentes  o 
sinónimas generadas en el gen FANCA presente en el vector PGK.FANCA.Wpre*. Con ello se modificó 
la  secuencia  nucleotídica  del  gen  para  impedir  el  reconocimiento  de  ésta  por  parte  del  shARN, 
evitando  la modificación  de  la  secuencia  de  aminoácidos  de  la  proteína  FANCA  y  que  ésta  fuera 
funcional  y  estructuralmente  igual  a  la  original  (Ver  materiales  y  métodos,  apartado  5).  Esta 
aproximación permitió estudiar  la corrección  realizada por este vector en células en  las que el gen 
hFANCA estaba interferido. Así pues, se generaron dos vectores a partir del vector PGK.FANCA.Wpre* 






la  línea del  paciente  sin  transducir.  En presencia  de diferentes  concentraciones de MMC  se pudo 
comprobar que la utilización de cualquiera de estos dos vectores revertía la sensibilidad a MMC de la 
línea  original,  a  niveles  similares  a  los  alcanzados  cuando  se  utiliza  el  vector  terapéutico 
PGK.FANCA.Wpre* (Fig. 45). 
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Puesto que los dos vectores generados mostraron resultados similares de resistencia a MMC, 
se  eligió  aquél  en  el  que  se  habían  realizado  tres  mutaciones  para  minimizar  el  riesgo  de 
reconocimiento del vector por parte del interferente sh7FANCA. A partir de este momento el vector 




























Figura 45. Sensibilidad a MMC en  la  línea  linfoblastoide AF‐A 88 corregida con el vector  terapéutico y dos versiones con mutaciones 






previamente  interferidas con el sh7FANCA con  tres vectores diferentes: el vector VL:IN  (vector que 
no contiene el transgén FANCA  y se utilizará como control negativo), el vector PGK.FANCA clínico y el 
vector PGK.FANCAmut  silente  respectivamente. Como  controles adicionales  se utilizaron  células CD34+ 
transducidas previamente con los dos vectores control (VL:shcontrol y VL:IN). Las células se cultivaron 
en  presencia  y  ausencia  de MMC,  con  el  objetivo  de  estudiar  la  sensibilidad  a MMC  de  los  PHs 
correspondientes a diferentes condiciones. El resultado de tres experimentos independientes mostró 
que  la  reversión de  la  sensibilidad a MMC de PHs  interferidos corregidos mediante  terapia génica, 
tanto cuando se utilizaba el vector PGK.FANCA clínico como cuando se usaba el vector PGK.FANCAmut 
silente, ya  que la supervivencia de las UFCs alcanzaba valores similares al mostrado por células control 
(CD34++VL:shcontrol+VL:IN).  Por  otra  parte,  la  supervivencia  fue  significativamente  superior  a  la 
presentada por células interferidas no corregidas mediante terapia génica (Fig. 46). 
 IV.RESULTADOS 








































(VL:PGK.FANCAclínico  y  VL:PGK.FANCA  mut  silente).  Se  compararon  los  tres  grupos  de  CD34++VL:sh7FANCA  con  las  células  CD34++ 
VL:shcontrol. Las células interferidas sin corregir mostraron diferencias significativas (p<0,001, test de U de Mann‐Whitney) con las células 













en  los  experimentos  previos,  estudiar  el  comportamiento  de  las  células  interferidas  frente  a  las 
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positiva se observó también en las células control (CD34++shcontrol+ VL:PGK.IN). Sin embargo, en los 






































En  un  segundo  experimento,  se  seleccionaron  las  células  interferidas  eGFP+  mediante 
citometría de flujo para tener una población celular homogénea que expresase el shFANCA, y estas 
células fueron posteriormente transducidas con los vectores terapéuticos. 







de  todo el experimento  (Fig. 48). Cabe  reseñar que puesto que no existe  competición  con  células 




































clínico VL:PGK.FANCA.  Se observa  que  el porcentaje de  células  eGFP+/CD45+  en  el  grupo  celular  corregido mediante  terapia  génica  se 
mantiene estable, mientras que tiende a disminuir cuando las células están sin corregir. 
 
 Reversión de  la sensibilidad a MMC de Progenitores hematopoyéticos con  fenotipo AF 
corregidos mediante terapia génica a largo plazo después del trasplante. 
Tras  el  estudio  de  la  evolución  del  injerto  en  los  ratones  NSG  de  las  células  interferidas 
corregidas y sin corregir por terapia génica, se evaluó si la corrección revertía la sensibilidad a MMC 
de  las  células  interferidas.  Para  ello,  se  obtuvieron  células  de MO  de  ratones  a  120  días  post‐
trasplante, se crecieron en metilcelulosa que contenía factores de crecimiento de PHs humanos y se 
expusieron a una dosis de MMC de 30 nM. En la figura 49 se puede observar que los PHs interferidos 
en  FANCA que posteriormente  fueron  corregidos  con  el  vector  PGK.FANCAmut  silente mostraron una 
mayor supervivencia en comparación a PHs  interferidos no corregidos por terapia génica. Este nivel 
de  supervivencia  de  las  células  corregidas  fue  comparable  al  mostrado  por  el  grupo  control 
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2. GENERACIÓN  DE  PROGENITORES  HEMATOPOYÉTICOS  DERIVADOS  DE  iPSCs  A 
PARTIR  DE  FIBROBLASTOS  DE  PACIENTES  CON  ANEMIA  DE  FANCONI‐A 
CORREGIDOS MEDIANTE TERAPIA GÉNICA DIRIGIDA EN UN SITIO SEGURO. 
El  segundo  de  los  objetivos  planteados  en  esta  tesis  doctoral  fue  la  generación  de 
progenitores hematopoyéticos derivados de  iPSCs  a partir de  fibroblastos de pacientes  corregidos 
mediante terapia génica dirigida al locus AAVS1, un sitio seguro del genoma. 





en concreto  fibroblastos de piel, que  fueron corregidos  in vitro mediante una estrategia de edición 
génica que consistió en la introducción de una única copia del gen FANCA en el locus AAVS1, ya que 
este  sitio  fue  descrito  como  un  lugar  seguro  en  el  genoma  humano  [7].  Una  vez  corregidos,  los 
fibroblastos  se  reprogramaron  utilizando  el  vector  STEMCCA  [10]  que  posee  los  cuatro  genes  de 







































seguro AAVS1,  se  seleccionó  la población  eGFP+  coincidente  con  los  fibroblastos  corregidos  y  se  reprogramaron para  generar  iPSCs. A 
continuación  se  escindió  el  vector  de  reprogramación  y  se  llevó  a  cabo  un  protocolo  de  diferenciación  para  generar  células 
hematopoyéticas corregidas. 
 
2.1. Análisis de la eficacia de la recombinación homóloga en células de Anemia 
de Fanconi. 
La  corrección  por  terapia  génica  dirigida  del  fenotipo  de  enfermedades monogénicas  ha 
mejorado significativamente desde que se desarrollaron las nucleasas de diseño capaces de generar 













de  pacientes  de  AF  con  ZFN  específicos  del  sitio  AAVS1  y  con  el  vector  donador  y  se  estudió  la 
expresión de eGFP. 
Para  llevar  a  cabo  estos  experimentos  se  utilizaron  LCLs  de  pacientes  de  AF‐A,  un  vector 





















como  óptima  en  el  trabajo  de  Lombardo  y  col.  [279])  y  con  diferentes MOIs  del  AdV‐ZFNs  que 
comprendían desde 32,5 a 2.000 virus/ml. Adicionalmente se incluyó una condición en la que sólo se 
realizaba  la  transducción  con  el  vector  donador;  de  este  modo  pudimos  estimar  mediante  la 
expresión de eGFP, el porcentaje de  integración no específica. Finalmente,  también se  incluyó una 









































llevaron  a  cabo  experimentos  con  el  objetivo  de  estudiar  la  posibilidad  de  realizar  terapia  génica 
dirigida mediante RH en células de AF. Con este fin se transdujeron tres líneas de LCLs obtenidas de 
tres pacientes AF‐A  (AF‐A 8, AF‐A 56  y AF‐A 88)  con AdV‐ZFN  (MOI=1000)  y VLDI:PGK.eGFP  como 
vector donador control (150 ng‐p24/µl).  






cuando  se    co‐transdujeron  con  los ZFN y  con el vector donador. Sin embargo,  cuando  las  células 
fueron  transducidas  únicamente  con  el  vector  donador  (VLDI:PGK.eGFP),  el  porcentaje  de  células 
eGFP+ fue en la mayoría de los casos significativamente inferior, sugiriendo la   integración por RH al 
utilizar el vector donador y  los ZFN (AdV‐ZFN+ VLDI:PGK.eGFP)  , dato ya vislumbrado también en  la 
figura 52.  
La  comparación  de  la  eficacia  de  RH  en  las  líneas  de  LCLs  de  pacientes  de  AF‐A  con  sus 
homólogas complementadas para el gen FANCA nos mostró que,   aunque existían    leves diferencias 
en el nivel de expresión de eGFP entre la células corregidas frente a las no corregidas, éstas parecían 
ser  dependientes  de  la  línea  celular  utilizada  y  lo  que  es más  relevante  para  la  consecución  de 
nuestros objetivos, demostramos que,  incluso en  las células deficientes en el gen FANC, se pueden 































Figura 53. Análisis de  la expresión de eGFP en diferentes  líneas  linfoblastoides AF‐A.  Las  LCLs de pacientes de AF‐A  y  sus homólogas 





2.2. Terapia génica dirigida en fibroblastos de pacientes de AF-A. 
Una vez que se comprobó que era posible realizar  protocolos de edición génica mediante RH 
utilizando ZFNs en células procedentes de pacientes con AF‐A, se desarrolló un vector donador que 






















































fibroblastos derivados de pacientes de AF‐A utilizando el vector  lentiviral no  integrativo pCCL.2A.eGFP.PGK.FANCA  (VLDI:RH‐FANCA) y el 
vector AdV‐ZFN. PGK: Promotor fosfoglicerato quinasa 1, eGFP: proteína verde fluorescente, hFANCA: ADNc del gen humano FANCA, LTR: 









grupo  del Dr. Naldini  para  un  vector  de  un  tamaño mucho menor  (pCCL.PGK.eGFP).  Para  ello  se 
transdujo la línea linfoblastoide AF‐A 88 con el vector AdV‐ZFN con una MOI=1000 fija y con tres dosis 
diferentes  de  vector  donador:  450  ng‐p24/µl,  300  ng‐p24/µl  y  150  ng‐p24/µl,  y  se  analizó  por 
citometría de flujo  la expresión de eGFP tras 14 días de transducción. Así se comprobó que  la dosis 
más adecuada del vector donador es la de 150 ng/µl (Fig. 55a). Hay que resaltar que este vector tiene 
la  particularidad  de  que  la  eGFP  sólo  se  expresa  cuando  se  introduce  en  el  intrón  1  del    gen 
PPP1R12C, ya que su expresión estará dirigida por el promotor de dicho gen tras la señal adecuada de 























































































































































Al  igual que se realizó en el caso de  las LCLs, el primer paso fue determinar  la MOI de AdV‐
ZFN necesaria para la transducción de los fibroblastos con la máxima eficiencia y la mínima toxicidad 
para  las células. La  transducción de una  línea de  fibroblastos de un paciente de AF‐A  (AF‐153) con 
diferentes MOIs  del AdV‐ZFN  (MOI=800‐100)  y  una MOI  fija  del  vector  donador  (VLDI:RH‐FANCA, 
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Una vez establecidas las MOIs adecuadas para realizar los experimentos de edición génica, se 
co‐transdujeron  fibroblastos primarios de  cuatro pacientes de AF‐A diferentes,  tanto  con el vector 
donador VLDI:RH‐FANCA  (pCCL.2A.eGFP.PGK.FANCA)  (MOI=150 ng‐p24/µl), como con  los AdV‐ZFNs 
(MOI=200 virus/célula) o sólo con el vector donador, y se analizó  la expresión de eGFP a  los 14 días 
tras  la transducción. En aquellas células que fueron transducidas únicamente con el vector donador 
no  se observó expresión de eGFP, mientras que  las  células  transducidas  también  con  los AdV‐ZFN 
presentaron niveles de expresión entre el 0,2‐1,10%.  
 Como  se  puede  observar  en  la  figura  57  el  porcentaje  de  células  eGFP+  aumentó 
notablemente a lo largo del tiempo alcanzado valores de expresión que oscilaban entre 5,50 y 13,40 





























Puesto  que  la manipulación  para  realizar  la  integración  del  gen  FANCA  en  el  sitio  seguro 
AAVS1 requiere el mantenimiento en cultivo de  las células de  los pacientes durante  largos períodos 
de tiempo y teniendo en cuenta que las células de AF tienen una senescencia incrementada [539], se 
decidió  transducir  fibroblastos de  tres pacientes de AF‐A  (AF‐52, AF‐123    y AF‐664)  con un  vector 
lentiviral  integrativo  que  contenía  un  casete  que  codifica  la  subunidad  hTERT  de  la  telomerasa 
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Una  vez  transducidas  las  células  de  los  pacientes  de AF‐A  con  el  vector VL:hTERT  para  limitar  su 
senescencia, se comparó  la eficiencia de RH en presencia/ausencia de telomerasa en tres pacientes 
distintos,  todos  ellos  del  grupo  de  complementación A.  Se  pudo  observar  un  incremento  de  diez 
veces  en  el  porcentaje  de  células  eGFP+  cuando  éstas  estaban  transducidas  con  el  vector  que 
expresaba la telomerasa, respecto al porcentaje mostrado en células sin transducir con el VL:hTERT, 
alcanzando valores que oscilaron entre 0,6 y el 4,5% (Fig 59a). Es decir, la expresión de la telomerasa 
aumentó  la  eficiencia de RH  en  las  células de  tres pacientes diferentes, probablemente debido  al 
incremento de la proliferación mostrada por esas células. 
Al  igual que ocurría en el caso de  los  fibroblastos de pacientes no  transducidos con  telomerasa,  la 
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extremo 5’ y otra para el extremo 3’, que amplificaban la zona de unión entre el casete de expresión 
y  el  gen  endógeno  en  el  que  se  había  insertado  (Fig.  60a).  Estas  PCRs  confirmaron  la  correcta 
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2.2.3. Estudio de  la corrección  fenotípica de  fibroblastos de pacientes de AF‐A mediante 
edición génica. 





En  primer  lugar  se  evaluó  la  presencia  de  focos  nucleares  en  los  fibroblastos  editados 
genéticamente (eg) en presencia de MMC. Recordemos que para que ocurra la monoubiquitinización 
y movilización de la proteína FANCD2 a los sitios de reparación en el ADN es necesario que todas las 
proteínas del  complejo  “core” de  la  ruta de AF, entre  las que  se  incluye FANCA,  sean  funcionales. 










































Figura  61.  Corrección  fenotípica  de  fibroblastos  AF‐A  sometidos  a  terapia  génica  por  edición  génica.  a)    Inmunofluorescencia 
representativa de FANCD2 en  fibroblastos de un donante sano  (DS), un paciente AF‐ 52T o  los  fibroblastos de dicho paciente corregidos 
mediante edición génica (eg).b) Cuantificación del porcentaje de células con focos de FANCD2 en fibroblastos de un donante sano (DS), en 







alto número de aberraciones cromosómicas en  los  fibroblastos AF‐52T, entre  las que se  incluyeron 
algunas de las típicamente observadas en células de pacientes AF como son roturas cromosómicas y 























































































Figura  62.  Estudio  de  la  inestabilidad  cromosómica  inducida  por  DEB  en  fibroblastos  AF‐52T  corregidos  por  edición  génica.  a) 
Microfotografías representativas del análisis de FISH en el que se utilizaron sondas para detectar los telómeros (verde) y los centrómeros 




2.3. Generación de iPSCs a partir de fibroblastos de AF-A corregidos mediante 
edición génica. 
Una vez que se verificó la corrección mediante edición génica de fibroblastos AF‐A, se llevó a 






















2.3.1. Eficiencia  de  generación  de  iPSCs  a  partir  de  fibroblastos  AF‐A  en  presencia  o 
ausencia de hTERT. 
Una  vez  que  los  fibroblastos  de  AF‐A  se  corrigieron  mediante  edición  génica  se 
reprogramaron  estas  células  para  generar  iPSCs.  Con  este  objetivo  los  fibroblastos  primarios  de 
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diferentes pacientes corregidos por edición génica se transdujeron con el vector STEMCCA, un vector 
lentiviral  escindible   que  contenía  los  cuatro  factores de  reprogramación descritos por  Yamanaka, 
Sox2, Oct3/4, Klf4 y cMyc  [516] a MOI=1 virus/ml. Además, estudiamos si  la  transducción de estos 
fibroblastos con el vector que expresaba la subunidad TERT de la telomerasa contribuía a mejorar la 
reprogramación. Para ello,  fibroblastos corregidos  transducidos o no con el vector VL:hTERT  se  re‐
transdujeron con el vector STEMCCA: 
2.1. Fibroblastos  sin  telomerasa:  Fibroblastos  AF‐52eg  y  AF‐123eg  enriquecidos  en  la  población 
eGFP+ mediante un separador celular. 
2.2. Fibroblastos  con  telomerasa: Fibroblastos AF‐52eg que, además,  tras  la  corrección mediante  
edición génica fueron transducidos con este vector (VL:hTERT) para limitar la senescencia que 




primeras colonias con morfología de células madre embrionarias  (CME) y positivas a  la  tinción con 
fosfatasa alcalina  (AP+), procedentes de  los  fibroblastos AF‐123eg  y AF‐52Teg, mientras que no  se 
apreció la generación de ninguna colonia en los fibroblastos AF‐52 eg sin inmortalizar con hTERT. Este 
último dato,  junto a  la desaparición progresiva de  los clones de  los fibroblastos AF‐123eg tras cinco 



























Figura  64.  Eficiencia  de  reprogramación  en  fibroblastos  AF‐Aeg  inmortalizados  o  no  con  hTERT.  La  eficiencia  de  reprogramación  se 




La  siguiente duda que  surgió es  si  células de AF no  corregidas e  inmortalizadas  con hTERT 
podrían  generar  colonias de  iPSCs, de modo que no  fuera necesaria  la  corrección de  la mutación 
antes de la reprogramación. 
Para  ello  se  realizó  un  experimento  para  verificar  la  relevancia  de  la  corrección  de  la 
mutación causante de AF en las células antes de llevar a cabo la reprogramación celular. Esto ya había 
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generan  a  partir  de  los  fibroblastos  AF‐123  sin  corregir.  Por  otro  lado  y  para  confirmar  que  la 
presencia de hTERT no era capaz, por sí sola, de mejorar la reprogramación en células que no están 


















A  partir  de  los  fibroblastos  AF‐52Teg  se  obtuvieron  60  clones  de  iPSCs  de  los  cuales  se 





















PCR convencional,  igual a  la descrita en el apartado 2.2.2 de esta sección, para detectar  las uniones 
entre el casete de expresión y el  locus AAVS1  tanto en el extremo 3’ como en el   5’  (Fig. 66c). Los 
resultados obtenidos muestran que en todos los clones en los que se detectó una copia del vector de 
RH por qPCR se observó también banda de amplificación cuando se utilizaron  los cebadores para  la 
integración  específica  en  el  extremo  5’  y  que  10  de  los  11  clones  también  eran  positivos  para  la 
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1  0,74 0,90 +  + 
5  0,06 0,61 ‐  ‐ 
11  0,38 1,33 +  + 
12  1,09 1,02 +  + 
14  0,84 1,13 +  + 
16  0,64 0,78 +  + 
17  0,41 1,45 +  + 
23  1,10 1,26 +  + 
26  1,31 0,87 +  + 
31  0,96 0,75 +  + 
33  1,77 1,99 +  + 
41  1,54 1,07 ‐  + 








Para  confirmar  los  resultados  de  PCR  y  qPCR  se  seleccionaron  tres  de  los  once  clones  de 
iPSCs, siguiendo criterios morfológicos y moleculares, y en ellos se analizó la integración del vector de 
RH  por  Southern Blot  (SB).  La  digestión del ADN  genómico de  las diferentes  iPSCs  con BstXI  y  su 
hibridación  con  una  sonda  específica  del  gen  eGFP,  dentro  del  casete  de  expresión,  confirmó  la 
existencia de una única copia del vector de RH en el genoma de los 3 clones iPSCs y que ninguno de 
los clones presentaba  integraciones  fuera del sitio AAVS1  (Fig. 67a). Por otro  lado,  la digestión con 









































el  locus AAVS1 muestra una banda de 5,3 Kb cuando  la  inserción ocurre en el sitio AAVS1 y otra de 3,5 Kb correspondiente al alelo de 
AAVS1 en el que no se ha insertado el casete de RH. La digestión del ADNg se realizó con BglII. 
 
2.4. Estudio de la pluripotencia de las iPSCs-AFeg generadas a partir de fibroblastos 
de AF-A editados genéticamente. 
2.4.1. Detección por inmunohistoquímica de marcadores de pluripotencia. 




• Marcajes  inmunohistoquímicos  para  detectar  la  expresión  de marcadores  de  pluripotencia: 
OCT3/4, NANOG, TRA‐1‐60  y SSEA‐4 [9, 544].  
En  la  figura  68  se  corrobora  que  todos  los  clones  son  positivos  a  la  expresión  de  estos 
marcadores: AP, OCT3/4, NANOG y TRA‐1‐60, SSEA‐4, lo cual confirmó su naturaleza pluripotente. 
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en células madre embrionarias (CME). Efectivamente, se verificó que la expresión de estos genes era 
equivalente a  la existente en dos  líneas diferentes de células CME  (ES4 y H9)  (Fig. 69). Además, se 
analizó si la expresión de los genes de pluripotencia ectópicos, introducidos en las células a través del 
vector  de  reprogramación,  se  silencia  una  vez  que  se  desencadena  el  mecanismo  de 
desdiferenciación y  los genes endógenos de pluripotencia se activan. Como se observa en  la  figura 
69, el análisis de  la expresión de  los genes SOX2 y OCT4 expresados ectópicamente y de cMYC total 
demostró también el silenciamiento de estos genes en los clones seleccionados. 
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tres  clones de  iPSC AF‐Aeg.  La expresión de estos  genes es muy  similar a  la mostrada por dos  líneas de CMEs utilizadas  como  control 







tumores  y  se  analizaron  los  diferentes  tejidos  que  los  conformaban.  Todos  los  clones  formaron 
teratomas,  puesto  que  se  observó  la  formación  de  nódulos  tumorales  en  los  que  aparecieron 
estructuras  pertenecientes  a  las  tres  capas  germinales  embrionarias  (ectodermo,  endodermo  y 
mesodermo)  (Fig.  70).  El  ectodermo  está  representado  como  epitelio  cúbico  simple  (clon  16)  o 
epitelio  poliestratificado  queratinizado  (clon  26  y  31);  el  endodermo  como  epitelio mucoso  con 
células  caliciformes  similar  a  la  mucus  del  tracto  gastrointestinal  (clon  16,  26  y  31),  acinos 
pancreáticos  (clon  26)  o  epitelio  pseudoestratificado  similares  al  respiratorio  (clon  26),  y  el 
mesodermo como hueso  (clon 16 y 31) o músculo  liso alrededor del tejido glandular  (clon 26)  (Fig. 
70). 
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Además  de  las  tinciones  con  hematoxilina‐eosina,  en  el  clon  16  se  realizaron  marcajes  de 
inmunofluorescencia para confirmar  la existencia de marcadores de  las tres capas embrionarias. En 
las microfotografías se puede apreciar la existencia de tejido positivo para marcadores de ectodermo 
(β‐III Tubulina), de endodermo  (FOX2A) y de mesodermo  (Brachyury y α‐SMA para  la detección de 
tejidos derivados del mesodermo, como el músculo) (Fig. 70) 
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se  observan microfotografías  de  inmunofluorescencia  para  detectar mediante  diferentes marcadores  específicos  del  ectodermo  (β‐II‐





de pluripotencia dependiendo del  estado de diferenciación  celular, observándose que  en  las CME 
éstos  se  silencian  tras  su  diferenciación  debido  a  diversos  cambios  epigenéticos,  aunque  los 
mecanismos implicados no están del todo claros [545‐550]. Uno de los mecanismos epigenéticos más 
habituales para controlar la expresión génica es la metilación de islas CpG situadas en los promotores 




cuando  los  fibroblastos  se  reprograman.  Es  importante  destacar  que mientras  que  en  el  caso  de 
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OCT3/4 esta hipometilación es muy acusada, no es así en el caso de NANOG. Esto puede deberse a 
que,  según  ha  sido  descrito,  la  regulación  de  OCT3/4  está  fuertemente  influenciada  por  la 
hipermetilación de  las  islas CpG del   promotor, mientras que en el control de  la expresión de otros 


















2.5. Estudio de la corrección de iPSCs-AF editados genéticamente. 
Hasta el momento los resultados mostrados en iPSCs han estado dirigidos a la evaluación de 






































AF-52T Clon 16 Clon 26 Clon 31
Fibroblastos iPSC‐AFeg Control  CME  
Figura 72. Análisis de  la expresión de hFANCA   en  los diferentes clones de  iPSC‐AFeg mediante RT‐qPCR. La expresión de hFANCA   en 





A  continuación,  también  se  evaluó  la  cantidad  de  proteína  FANCA  expresada  por  los  tres 
clones. Se observó la presencia de una banda de proteína correspondiente a FANCA (163 kDa) en los 
tres clones (Fig. 73a). Además, los resultados obtenidos concuerdan con los análisis de expresión de 
ARNm,  ya que  la  cuantificación de  la expresión de  la proteína  FANCA  (Fig. 73b) muestra un perfil 
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parte  inferior se muestra  la cuantificación de FANCA relativizada a la β‐actina y a  los fibroblastos del DS. b)   Representación gráfica de  la 
cuantificación de la expresión de FANCA en los tres clones de iPSC y en los fibroblastos de DS. y AF‐A. 
 
2.5.2. Estudio  de  la  corrección  fenotípica  de  los  clones  de  iPSC‐AF  editados 
genéticamente. 
 Focos nucleares de reparación de FANCD2. 
Como ya se ha mencionado anteriormente, para comprobar  la completa  restauración de  la 
ruta AF se ha analizado  la presencia de  focos nucleares de FANCD2 en  los tres clones a estudio, en 
ausencia y presencia de un agente entrecruzante del ADN (MMC). En la figura 74 se puede observar 
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era debida a  la edición génica realizada (Fig. 76). Además,  los resultados también confirman que  las 
iPSC derivan de  los  fibroblastos del paciente, a partir de  los  cuáles  fueron generadas,  y no  son el 
producto de una contaminación con otras líneas celulares durante su manipulación. 
 






























verificar  la  identidad molecular de  los  tres  clones de  iPSC‐AFeg estudiados.  La  secuenciación demuestra que  los  tres  clones de  iPSCs 
corregidos  contienen  las  dos mutaciones  existentes  en  los  fibroblastos  AF‐A  parentales.  Las  flechas  azules  indican  la  presencia  de  la 
mutación c.710‐5T>C en el exón 8 en un alelo y las flechas rojas muestran la mutación c3558insG presente en el exón 36 del otro alelo. No 
se  han  encontrado mutaciones  adicionales  ni  en  las  regiones  exónicas,  ni  en  las  intrónicas  adyacentes,  descartando  la  presencia  de 
cualquier mutación que permita la reversión en cis. 
 
2.6. Generación de iPSCs-AF editadas genéticamente más seguras: Escisión de los 
genes de reprogramación. 
A pesar de que se observó el silenciamiento de los genes de reprogramación ectópicos una vez 
que  los endógenos se activaron en todos  los clones de  iPSCs (Fig. 69),  la búsqueda de un protocolo 
más seguro para el potencial uso terapéutico de células derivadas de iPSCs exige la escisión del mayor 
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número posible de elementos exógenos  integrados en el genoma. Con este objetivo se transdujo el 
clon 16, el que mejor cumplía todos los criterios de pluripotencia, corrección y estabilidad genómica, 








de  reprogramación STEMCCA, se analizó su estado de pluripotencia y se verificó que  la  ruta de AF 
estaba restaurada. 
En primer lugar se estudió el nivel de expresión de los genes de pluripotencia (SOX2, OCT3/4, 
KLF4, NANOG,  cMYC  y  REX1) mediante  qPCR  y,  como  es  de  esperar  de  una  iPSC  completamente 
reprogramada, se observó que los genes de pluripotencia endógenos estaban activados mientras que 
no se detectó expresión de genes exógenos (Fig. 77). 
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expresión  de  los  genes  de  pluripotencia  activados  durante  la  desdiferenciación  (Nanog, Oct‐4,  SOX2,  KLF4,  cMyc  y  REX 1)  en  el  clon 
escindido de iPSC AF‐A eg. La expresión de estos genes es muy similar a la mostrada por dos líneas de CMEs utilizadas como control positivo 
(ES4  y H9).  Como  control  negativo  se  utilizaron  los  fibroblastos AF‐52T  originales.  Los  niveles  de  expresión  están  normalizados  al  gen 
constitutivo GAPDH. 
 
Otra  prueba  adicional  de  pluripotencia  consistió  en  el  estudio  de  la  metilación  de  los 
promotores de genes de pluripotencia en células iPSC‐AFeg, mantenidas en cultivo, antes y después 
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H9AF-52 Clon 16 Clon 16 Escindido



































Para  comprobar  que  la  escisión  no  había  afectado  a  la  funcionalidad  de  la  ruta  de  AF  se 
analizó el número de aberraciones cromosómicas existentes en estas células tras la generación de un 
daño  con DEB. Como puede observarse  en  la  figura 81  el  clon  iPSC‐AFeg16  escindido muestra un 
número mucho menor de aberraciones  cromosómicas  tanto en presencia de DEB en  comparación 














































































por  FISH  del  clon  iPSC‐AFeg16  escindido  y  sin  escindir  con  y  sin  DEB.  Se  utilizaron  sondas  para marcar  los  telómeros  (verde)  y  los 
centrómeros (rosa). En este clon no se observaron aberraciones cromosómicas. b) Cuantificación del número de aberraciones por cada 20 
metafases en el  clon  iPSC‐AFeg16 escindido antes y después del daño  con DEB en  comparación  con  los  fibroblastos parentales AF‐52T, 
también utilizados en la figura 62b.  
 
2.7. Análisis del cariotipo y estudios de la variación del número de copias mediante 
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protocolo  utilizado  para  la  generación  de  estas  células  y  a  la  elevada  inestabilidad  propia  de  las 
células de pacientes con AF, existen varios pasos en los cuales es posible la adquisición de anomalías 
genéticas:  inmortalización, corrección por  recombinación homóloga,  reprogramación y escisión. De 
este modo, se ha observado que cuando las células son reprogramadas y mantenidas en cultivo como 









paciente AF‐52 y  las mismas células  tras  ser  inmortalizadas con hTERT y corregidas genéticamente 
por RH,  se dedujo que  las alteraciones genéticas observadas en  los clones no  son debidas a pasos 









  Alteración  Locus  Citobanda  Inicio  Fin  Tamaño  GENES 
OMIM    
Fibroblastos AF‐
521   ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  46 XY 
Fibroblastos AF‐









Clon 163  Deleción  16p12.2p12.1  chr16:22211121‐









180712263  22149  180712263  180.690114  ‐ 
Clon 313 
Deleción  16p12.2p12.1  chr16:22211121‐
24730051  22211121  24730051  2.51893  *  46 XY 
 
Trisomía  20  chr20:29611649‐
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2.8. Generación de Progenitores Hematopoyéticos corregidos a partir de iPSCs AF-
A editadas genéticamente. 






2.8.1. Diferenciación  hematopoyética  in  vitro  a  través  de  la  formación  de  cuerpos 
embrionarios. 
La  diferenciación  hematopoyética  se  llevó  a  cabo  siguiendo  un  protocolo modificado  del 
grupo del Dr.  Lanza  [556, 557]  en dos  clones de  iPSCs,  el  clon  iPSC‐AFeg16  y  el  clon  iPSC‐AFeg16 
escindido,  con  el  fin  de  comparar  el  efecto  de  la  escisión  en  la  capacidad  de  diferenciación 
hematopoyética de las iPSCs. 
Como se puede observar en  la  figura 82,  tras 21 días en cultivo en presencia de citoquinas 
hematopoyéticas, las iPSCs dieron lugar a diferentes poblaciones de células hematopoyéticas: 
‐ CD34+/CD43+: Estos marcadores se expresan en progenitores tempranos, en un estado de 
indiferenciación  precedente  al  progenitor  hematopoyético,  pero  que  ya  están 
comprometidos al desarrollo hematopoyético [558]. 
‐ CD34+/CD45+:  Representa  a  la  población  específica  de  progenitores  hematopoyéticos 
humanos multipotentes. 
Aunque  no  se  consiguió  una  completa  escisión  del  casete  de  reprogramación,  según  los 
resultados de qPCR, sí que se puede observar que  la escisión mejoró  la capacidad de diferenciación 
hematopoyética  de  las  iPSCs.  Previamente  se  había  reportado  que  la  escisión  de  los  genes  de 
reprogramación mejoraba el potencial de diferenciación de  las  iPSCs  [516, 559]. En  la  figura 82  se  
puede apreciar que a partir del clon escindido se alcanzó un 12,6% de células CD45+ y un 6,9% de 
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tanto el  clon de  iPSC escindido  como el no escindido dan  lugar  a  colonias pertenecientes 
tanto al  linaje mieloide  (UFC‐GMs, unidades  formadoras de colonias granulomacrofágicas), 
como al eritropoyético (BFU‐Es, del  inglés burst forming unit‐erythroid). De nuevo se puede 
apreciar  que  la  escisión  de  los  genes  de  reprogramación  favorece  el  potencial  de 
diferenciación en comparación con el clon no escindido. 
































2.8.3. Resistencia  a MMC de Progenitores Hematopoyéticos diferenciados de  iPSC AF‐A 
editadas genéticamente.  
En  último  lugar  y  como  prueba  de  la  funcionalidad  de  la  ruta  de  AF  en  los 
progenitores hematopoyéticos obtenidos tras  la diferenciación del clon de  iPSC‐AFeg 16, se 
verificó  su  resistencia  a  MMC.  En  la  figura  84  se  puede  observar  que  los  progenitores 
hematopoyéticos  diferenciados  a  partir  del  clon  de  iPSC‐AFeg16, mostraron  un  nivel  de 
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resistencia  a MMC muy  similar  al  observado  en  progenitores  de  sangre  de  cordón  de  un 
donante sano. Además el porcentaje de supervivencia a MMC de PHs del clon  iPSC‐AFeg16 
fue  claramente  superior  al  porcentaje  de  PHs  procedentes  de médula  ósea  (MO)  de  dos 
pacientes de AF (AF‐664 y AF‐82). Estos resultados confirmaron la reversión del fenotipo de 


























Figura  84.Resistencia  a  MMC  de  progenitores  hematopoyéticos  diferenciados  a  partir  del  clon  iPSC‐AFeg  16.  El  número  de  UFCs 
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La  anemia  de  Fanconi  (AF)  es  una  enfermedad  de  baja  prevalencia  caracterizada 
principalmente  por  una  alta  frecuencia  de malformaciones  congénitas,  elevada  predisposición  al 
cáncer y aplasia medular [1‐3]. A pesar de la alta heterogeneidad  sintomatológica de la enfermedad, 
la  principal  causa  de  muerte  en  los  pacientes  sigue  siendo  el  fallo  de  médula  ósea,  cuya 
patofisiología sigue sin haber sido dilucidada completamente [4, 5]. 




humanizado  de  ratón  que  reproduce  los  principales  síntomas  hematológicos  observados  en 
pacientes y que permite, entre otras aplicaciones, validar la eficacia de vectores diseñados para ser 
utilizados en terapia génica de pacientes con AF‐A. Además, también   se ha diseñado un protocolo 







Como  se  ha mencionado,  la  generación  de  un modelo  humanizado  de AF  fue  uno  de  los 
principales objetivos planteados a lo largo de esta tesis. La idea de llevar a cabo esta tarea surgió de 
la necesidad de disponer de un modelo  adecuado para estudiar el  comportamiento  in  vivo de  las 
células de pancientes con AF y para buscar y validar nuevos tratamientos para la AF. 
Aunque  es  cierto  que  existen    numerosos modelos  animales  que  desarrollan  parte  de  las 
características  fenotípicas  debidas  a  la  enfermedad  (ver  introducción  Tabla  2),  ninguno  de  ellos 
reproduce  completamente  el  problema  hematológico  detectado  en  los  pacientes.  Así  pues,  la 
creación de un modelo animal en ratones  inmunodeficientes trasplantados con células progenitoras 










La estrategia  llevada a cabo para realizar  la  inhibición del gen hFANCA   fue por medio de  la  
utilización de vectores  lentivirales que expresan de  forma constitutiva horquillas pequeñas de ARN 
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(shARN)  cuya diana  es  el ARNm del  gen hFANCA.  La  justificación de  la utilización de  este  tipo de 
vectores se apoyó en varios fundamentos: 
‐ Por un  lado, ya  se había estudiado que estos  shARNs  inhibían  la expresión de  los genes al 




‐ Por último  y para  apoyar el uso de  shARNs  como una herramienta eficaz para  suprimir  la 
expresión del gen FANCA y que  la  inhibición a nivel de ARNm es suficiente para generar un 
fenotipo de AF‐A, nos basamos en publicaciones que muestran que  los pacientes AF‐A no  
generan  un  ARNm  funcional  que  permitan  la  expresión  de  la  proteína  funcional 
correspondiente,  produciendo  como  consecuencia  el  fenotipo  patológico  [560].  Por  ello 
postulamos que, una  inhibición de  la expresión de FANCA   a nivel del ARNm en células de 
donantes sanos sería suficiente para observar el fenotipo de AF.  
Para  conseguir  que  la  expresión  de  estos  shARNs  ocurriera  de  forma  estable  en  la  célula 
optamos por la utilización de un vector lentiviral (pLVTHM) descrito por Wiznerowicz y col. [182], que 
permite  la  inserción del  shARN en el  genoma  celular  y el  seguimiento de  las  células  transducidas, 
gracias a que esta  secuencia  se  coexpresa  junto  con  la proteína eGFP, que actúa  como marcador. 
Además, hay que recalcar que este vector presenta un sistema que permitiría la expresión inducible 




(NOD/SCID  o  NOG).  De  este  modo  se  generó  un  modelo  in  vivo,  basado  en  el  trasplante  de 
progenitores hematopoyéticos humanos con inhibición del gen FANCA en ratones inmunodeficientes, 
que  nos permitió disponer de  un modelo humanizado de  la  enfermedad  sobre  el que  estudiar  el 
comportamiento de las células con AF in vivo. 
 





Antes de  continuar  cabe  aclarar que  la  elección de  vectores  lentivirales  (VLs),  en  lugar de 
otros vectores comúnmente utilizados como los γ‐retrovirales (RVs), para la expresión de los shARNs 
se  fundamentó en que  los primeros presentaban ventajas que  favorecían el alcance del   propósito 










lo  que  son  menos  genotóxicos  que  los  γ‐RV  que  tienen  preferencia  por  integrase  en  regiones 
próximas a sitios de inicio de la transcripción, islas CpG y sitios hipersensibles a ADNasa I y regiones 
reguladoras de genes  [206, 208, 212, 566, 568].   En nuestro  caso, para aumentar  la  seguridad del 
protocolo  se utilizan,  además, VLs  autoinactivantes  (con una deleción  en  la  LTR 3’) que  reduce  el 
potencial de  transactivación de genes vecinos  [228].   Por  todo ello, estos vectores son  los elegidos 
preferentemente para  expresar de forma estable y a largo plazo el shARN y así lograr la reducción de 
la expresión de un determinado gen [181, 182, 569‐572]. 





shARNs dirigidos contra  la  región 3’UTR presentan dos  importantes desventajas con  respecto a  los 
shARNs que se unen directamente al ADNc del gen diana. La primera es que la inhibición que ejercen 
sobre  la  diana  es menos  eficaz  debido  a  que  la  accesibilidad  a  su  región  de  unión,  la UTR,  se  ve 




efectos  de  off‐targeting  [574‐576].  Sin  embargo,  los  shARNs  que  se  unen  directamente  al  ADNc 
también presentan una notable desventaja y es que, teniendo en cuenta que uno de los objetivos de 
nuestro  trabajo  es  estudiar  el  efecto  de  la  terapia  génica,  nuestro  shARNs  no  sólo  inhibirán  la 
expresión del gen endógeno, sino que también inhibirá el gen FANCA introducido ectópicamente por 
medio de un vector terapéutico para corregir el fenotipo AF. A pesar de ello, este problema pudo ser 
solventado,  como  se  explicará  más  adelante,  gracias  la  generación  de  mutaciones  silentes  o 
sinónimas en la zona del shARN complementaria al gen FANCA, de modo que los vectores lentivirales 
terapéuticos que expresen el gen FANCA no fueran diana de los shARNs generados [577]. 
En  resumen,  para  la  inhibición  estable  del  gen  FANCA  en  células  sanas  se  utilizaron  tres 
shARNs  (sh6FANCA, sh7FANCA, sh8FANCA) dirigidos  frente a una región del ADNc del gen FANCA y 
contenidos en vectores lentivirales. La eficacia de estas secuencias para unirse e inhibir el gen FANCA 
ya había  sido descrita anteriormente  [136], aunque únicamente  se estudió  su efecto cuando estas 
secuencias  eran  utilizadas  como  ARNis  que  se  transfectaban  en  las  células  y  que  por  tanto,  se 
expresaban  de  forma  transiente.  Como  novedad,  nosotros  estudiamos  si  estos ARNs  eran  válidos 
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1.2. Eficacia de diferentes VL:shARNs para inhibir la expresión de FANCA en 
células sanas. 
Para estudiar  la eficacia de  inhibición de  los shARNs generados, en primer  lugar, se transdujo 




Una  de  las  características  de  las  células  de  AF  es  que muestran  una  proliferación  reducida 
[578]. Esta particularidad  fue  corroborada en  las  células MRC5  transducidas  con  los VL:shARN  tras 
estudiar su expansión a  lo  largo del tiempo, ya que éstas mostraban una reducción de  la expansión 
celular de hasta diez veces  respecto a  las  células  control,  lo  cual podría  indicar que el gen FANCA 
estaba  siendo  inhibido.  Además,  se  verificó  que  la  disminución  en  la  proliferación  era  una 
consecuencia debida al efecto inhibidor del shARN y no a otras causas, estudiando el valor de la IMF 






éstos permanezcan estables a  lo  largo del tiempo y que sean similares en todas  las  líneas celulares 
transducidas con  los distintos vectores para poder comparar el efecto de  los shARNs en  las células 
transducidas. En un principio, el porcentaje de células  transducidas con el vector VL:sh8FANCA  fue 
mucho  menor  que  el  obtenido  con  el  resto  de  los  vectores,  por  lo  que  estas  células  fueron 
seleccionadas positivamente para el marcador GFP y así se dispuso de una población que expresaba 
el shARN en un porcentaje cercano al 100%.  Así pues, todos los resultados mostrados en los que se 




Para  confirmar  si  las diferencias que  inicialmente  se habían  apreciado  en  la proliferación  se 
debían a la inhibición del gen FANCA, se cuantificó la expresión del gen FANCA endógeno en células 
transducidas  con  vectores  que  portan  los  shARNs  a  estudio  (VL:sh6FANCA,  VL:sh7FANCA  y 
VL:sh8FANCA) y se relativizaron los resultados a un control (células transducidas con VL:shscramble) 
tanto a nivel de ARNm por qPCR, como a nivel de proteína por WB.  
A  nivel  de ARNm  se  observó  que  en  el  caso  de  las  células  que  expresaban  los  sh6FANCA  y 
sh7FANCA   existía una reducción de prácticamente el 100% de  la expresión de FANCA en  las células 
transducidas  y  que  ésta  se mantenía  se  lo  largo  del  tiempo,  lo  cual    no  ocurría  en  las  células 
transducidas con el sh8FANCA, ya que aunque se partía de un grado de inhibición alto (88%) éste no 
era estable a  lo  largo del  tiempo. Este  resultado, perfilaba  tanto el  sh6FANCA,  como el  sh7FANCA 
como buenos candidatos para su utilización en la generación de modelos con fenotipo AF. 
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En  segundo  lugar,  se  evaluó  el  nivel  de  proteína  FANCA  en  estas  células  y  se  estudió  su 
correlación  con  el  nivel  de  expresión  del  ARNm.  Curiosamente  y,  a  pesar  de  que  las  células 




tuvieron  la misma  capacidad  de  inhibición  esto  no  se  corresponde  directamente  con  el  nivel  de 
inhibición observado a nivel proteico, efecto que ha sido estudiado en varias publicaciones en las que 
se observa que no  siempre existe una  correlación entre  la  inhibición a nivel de  transcripción y de 



















Se debe mencionar que,  a pesar de que en  las  células  interferidas  con el  sh7FANCA  apenas 
existía proteína FANCA, sí que se observó que había un pequeño porcentaje de proteína FANCD2 que 
estaba    monoubiquitinizado.  Esto  podría  explicarse  por  el  hecho  de  que  no  toda  la 
monoubiquitinización de la proteína FANCD2 depende de su interacción con el complejo “core” de la 
ruta  de  AF,  sino  que  un  pequeño  porcentaje  es  debido  a  la  actuación  de  otras  ubiquitin  ligasas 
independientes de  la  ruta de  Fanconi  [589, 590] o a BRCA1  [591],  aunque estas proteínas no  son 













ciertos agentes químicos, como  la MMC, que causan daños entrecruzantes en el ADN e  impiden  la 
resolución de  las horquillas de replicación [593‐595]. Esto se traduce en que  las células expuestas a 
estos  compuestos  presentan  un  alto  número  de  aberraciones  cromosómicas,  parámetro  que  es 
utilizado para el diagnóstico de la enfermedad en posibles pacientes [82, 586]. La aparición de estas 
anomalías cromosómicas, cuya acumulación desemboca en  la muerte celular, es una consecuencia 
directa de  la  incapacidad que  tienen  las  células de AF para  reparar el daño producido en el ADN, 
debido al  incorrecto  funcionamiento de  la  ruta de AF. Esto ocurre porque, según se ha descrito,  la 
ruta AF es necesaria para la generación de incisiones en el sitio dañado y la regulación de una serie de 
nucleasas  implicadas  en  reparación  del ADN  [27],    aunque  es  cierto  que  aún  no  se  ha  dilucidado 
totalmente el mecanismo de actuación de la ruta de AF en la reparación del ADN a pesar de que se ha 
estudiado en profundidad la implicación de las proteínas de AF en este proceso [62, 596‐598]. 
 Otra de  las características distintivas de  las células de AF es, como ya  se ha mencionado,  la 
ausencia de FANCD2 monoubiquitinizado en el núcleo y por  lo tanto, su  incapacidad para dirigirse a 
los  focos  de  reparación.  Así  pues,  además  del  análisis  para  estudiar  la monoubiquitinización  de 
FANCD2 a nivel molecular mediante WB, el saber si esta proteína se ha movilizado correctamente a 
los focos de reparación también se ha utilizado como herramienta de diagnóstico [589]. En las células 
con  fenotipo  sano,  FANCD2  monoubiquitinizado  colocaliza  en  los  focos  nucleares  con  proteínas 
involucradas en  la reparación del ADN,  tales como BRCA1, FANCD1/BRCA2, FANCN/PALB2 y RAD51 
[22,  587].  Sin  embargo,  en  las  células  con  fenotipo  AF,  FANCD2  no  se monoubiquitiniza,  no  se 






un  nivel  suficiente  como  para  impedir  la movilización  de  FANCD2  a  los  focos  nucleares,  ya  que 
observamos que tras el daño con MMC, la presencia de focos FANCD2 era prácticamente nula en los 
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existía  un  porcentaje  de  FANCD2  monoubiquitinizado  que  no  consideramos  aceptable  para  la 
generación del modelo de AF. 
Así pues,   tras todos  los resultados expuestos, seleccionamos el sh7FANCA como el candidato 
ideal  a  shARN  cuya  expresión  estable  en  células  humanas  utilizando  VLs  permiten  reproducir  el 
fenotipo in vitro de las células AF.  
 
1.3. Inhibición de FANCA mediante VL:shARNs en células CD34+ procedentes de 
sangre de cordón. 
Tras  la  confirmación  de  la  validez  de  los  VL:shARNs  como  una  herramienta  útil  para 
reproducir el fenotipo de  las células de pacientes de AF cuando se expresaban en células sanas, nos 
centramos en   desarrollar nuestro objetivo principal, consistente en  la generación de progenitores 
hematopoyéticos humanos  con  fenotipo AF mediante  la  inhibición de hFANCA en  células madre  y 
progenitores  hematopoyéticos  sanos  (CMHs/CPHs)    obtenidas  de  sangre  de  cordón  umbilical  de 
donantes sanos.  
Al  igual  que  hicimos  anteriormente  con  los  fibroblastos  interferidos  con  shFANCA,  se 
investigó si  las CMHs/CPHs  interferidas reproducían  las características fenotípicas observadas en  las 
células de los pacientes, comparando in vitro su fenotipo con el de las células de los pacientes de AF 
para  comprobar  que  en  un  tipo  celular  diferente  se  seguían  observando  los  mismos  efectos 
producidos por el interferente. 
Puesto que en las células de pacientes AF, la exposición con MMC  induce daño en el ADN de 
forma que  se  activan  las  rutas de  reparación  celulares  y, por  lo  tanto,  la  ruta de AF  [82, 595],  se 
analizó  in vitro  la sensibilidad a este compuesto de  las CMHs/CPHs  interferidas que generamos y se 
estudió el porcentaje de células que presentaban focos de FANCD2. De este modo verificamos que las 





era más  acusada en estas  células. De este modo  se puede  inferir  la existencia de una  correlación 
entre el grado de expresión del   VL:shFANCA y el nivel de  inhibición, ya que sólo cuando existía un 
alto nivel de expresión del vector se lograba un nivel de interferencia que interrumpiera la ruta de AF. 
Esto está en  concordancia  con  los artículos en  los que  se  resalta  la  importancia de una expresión 
eficaz del shARN para poder lograr una reducción de la expresión efectiva [164, 599]. 
Para completar el estudio  in vitro del fenotipo de  las células CD34+  interferidas se evaluó el 
potencial de estas células para generar progenitores hematopoyéticos. Se ha descrito previamente 
que la MO de pacientes de AF muestran un número reducido de progenitores hematopoyéticos (PHs) 
en  comparación  con  donantes  sanos  [600,  601],  por  lo  que  se  analizó  la  capacidad  de  las  CMHs 
interferidas de generar PHs in vitro utilizando un ensayo clonógenico para la generación de colonias 
hematopoyéticas y que se utiliza para estudiar  la capacidad de  las CMH de dar  lugar a progenitores 
más o menos diferenciados. 
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 Observamos que existía una ligera disminución en la capacidad de generación de PHs a partir 




parece  no  existir  un  efecto muy  acusado  sobre  el  potencial  de  los  progenitores  hematopoyéticos 
debido a  la expresión de  los  interferentes y  la reducción del gen FANCA, sí es cierto que cuando  los 
progenitores  se  sometían  a  un  estrés  observamos  que  el  potencial  de  generación  de  colonias 
disminuía drásticamente, alcanzando valores que sí que eran comparables con los obtenidos a partir 
de células de pacientes. Este fenómeno subraya  la  importancia que ejerce el estrés  inducido por el 
cultivo  in  vitro  en  las  células  interferidas,  que  reproduce  los  efectos  que  tendría  el  estrés  in  vivo  
sobre  las  células  de  los  pacientes  a  lo  largo  de  su  enfermedad,  ya  que  a medida  que  avanza  la 
patología el número de CMHs disminuye y  también su potencial clonogénico. Esto  induce a pensar 
que para observar un fenotipo más acusado de AF en nuestras células interferidas y más parecido al 
mostrado por  los pacientes es necesario, no solamente  la disminución de  la expresión del gen, sino 
que estas células estén sometidas a algún tipo de estrés similar al que pueden estar soportando  los 
progenitores a lo largo de la vida de los pacientes. 




























de  horquillas  de  reparación  bloqueadas  [72,  83].  A  pesar  de  que  hasta  el momento,  las  células 
interferidas mimetizaban todas las características fenotípicas observadas en las células de pacientes, 
éstas no reprodujeron  la parada de ciclo en  fase G2/M  típicamente mostrada por  las células de AF 
tras ser expuestas a MMC [607]. Aunque en un primer momento este resultado parece  indicar que 
nuestro modelo no  es  capaz de  reproducir  esta  característica de  las  células de AF,  es  importante 
resaltar que esta parada no ha sido nunca observada en CMHs humanas de pacientes. De hecho, el 
único estudio existente en el que  se  interfiere uno de  los genes de  la  ruta AF, FANCD2, en células 
CD34+  tampoco  se  reprodujo  la  parada  en G2/M  [608].  Para  explicar  este  fenómeno  se  plantean 
varias hipótesis: 
‐ Una  de  las  posibles  explicaciones  podría  ser  que  las  células  presentan  un  fenotipo  más 
parecido al de un paciente atenuado [79]. Recordemos que estos pacientes, en los que no se 
produce  la reversión de  la mutación que origina  la enfermedad, no muestran alguna de  las 
características  fenotípicas que describen a un paciente de AF  como  son  la parada del ciclo 
celular  en G2/M tras su exposición a agentes entrecruzantes del ADN [79]. 
‐ Otra posibilidad nacería de la hipótesis de que la observación de la parada de ciclo en células 
de pacientes AF ocurre no únicamente  como  consecuencia de  la presencia de  la mutación 
que  causa  la  patología,  sino  que  también  es  necesario  que  se  produzca  un  cúmulo  de 
situaciones de estrés en el nicho hematopoyético del paciente   en un  tiempo y situaciones 
determinadas, aún desconocidas. Esto haría que  la  interrupción de un gen de  la ruta de AF 
mediante el uso de  interferentes no sea suficiente para  inducir  la parada de ciclo y que sea 
imposible su reproducción in vitro, al menos de momento, ya que no se pueden mantener las 
células CMHs interferidas durante un tiempo prolongado en cultivo y por tanto, no se pueden 
reproducir  las  condiciones  existentes  en  los  pacientes.  El  relativamente  corto  periodo  de 
tiempo en el que es posible mantener las CMHs interferidas en cultivo puede ser el causante 
de que, en el momento de análisis del ciclo, no existan el número suficiente de horquillas de 




Para  confirmar  esto  último,  se  estudió  el  nivel  de  apoptosis  en  las  células  interferidas  en 
comparación con las células control. En primer lugar se analizó la expresión de γH2AX para estudiar el 
incremento  de  roturas  de  doble  cadenada  presentes  en  las  células  CD34+  interferidas  para  así 
estudiar  el  efecto  genotóxico  de  la MMC  en  estas  células  [518,  609,  610].  Se  pudo  observar  que 
existía un aumento de las DSBs  en las células interferidas, aunque este daño no se viera reflejado en 
la parada de ciclo. Además, el nivel de muerte celular (acumulación de células en fase sub‐G1) estaba 
incrementado  también en  las células  interferidas  respecto a  las células control,  tanto en presencia 
como ausencia de MMC. Todos estos resultados confirman la existencia de una alteración en el ciclo 
celular de  las  células  interferidas  y no  en  las  células  control,  aunque  no  se  llegue  a  reproducir  la 
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de  focos  de  FANCD2,  el  aumento  de  la  inestabilidad  cromosómica  en  presencia  de  MMC,  la 
sensibilidad  a  citoquinas  pro‐inflamatorias  como  el  TNFα,  una  apoptosis  aumentada  y  una  clara 
reducción  de  PHs,  que  se  ve  incrementada  cuanto  más  primitivos  son  éstos,  lo  que  resalta  la 
necesidad de un estrés para  inducir un  fenotipo  similar al que  sufren  los PHs de pacientes de AF, 
sometidos a múltiples eventos de estrés a lo largo de su vida. 
 
1.4. Desarrollo de un modelo humanizado de AF: Trasplante de células CD34+ 





de  progenitores  hematopoyéticos  interferidos  para  el  gen  hFANCA.  Este modelo  nos  permitió,  en 
primer lugar, analizar el comportamiento de estas células interferidas in vivo. 
Es importante señalar y recordar el hecho de que, hasta el momento, no existe ningún ratón 
deficiente en alguno de  los genes de  la ruta AF que desarrolle espontáneamente fallo en  la médula 
ósea observado en pacientes [614, 615] y, únicamente cuando se eliminan dos genes, en el modelo 
modelo de ratón Fancd2/Aldh, los ratones desarrollan anemia aplásica en individuos mayores [139]. 
De  ahí  la  importancia  de  desarrollar  un modelo  humanizado  de  ratón mediante  el  trasplante  de 
CMHs de pacientes de AF. A pesar de que esto sería una solución al problema, hasta la fecha no se ha 
conseguido reconstituir in vivo ratones inmunodeficientes con CMH/PHs procedentes de AF de forma 
reproducible, existiendo sólo un trabajo en el que  lo han  llevado a cabo  [616].   Por ello, pensamos 
que el trasplante de las células con fenotipo de AF serían una alternativa plausible. 
Así pues, en primer  lugar se analizó  la capacidad de  injerto de  las células  interferidas en  los 
ratones  AF.  Para  ello,  se  trasplantaron  CMHs/CPHs  que  expresan  el  shFANCA  o  el  shcontrol  en 




contrario de  lo que ocurre cuando se  trasplantan células de pacientes, que no  injertan en  ratones. 
Una posible explicación por  la que no  se haya  conseguido  injertar  células de pacientes AF  y  sí  las 
células  que  hemos  generado  con  fenotipo  AF,  podría  ser,  en  primer  lugar  el  que  la  cantidad  de 
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médula  ósea  disponible  en  excedentes  de  aspirados  de MO  utilizados  para  el  seguimiento  de  los 
pacientes no suele ser superior a 1‐2 ml y sólo menos del 0,5% de la población hematopoyética son 
CD34+  [618], por  lo que  resultaría muy díficil  trasplantar 5x105  células CD34+  como hemos  venido 
haciendo con  las CD34+    interferidas. En segundo  lugar,  las células obtenidas en pacientes, al haber 
estado  sometidas durante  largo  tiempo a diferentes  tipos de estrés, pueden  tener acumulado una 
cantidad de daño tal que aún las incapacite más para injertar en los ratones. Independientemente del 
motivo, el injerto de PHs con fenotipo de AF nos permitió estudiar el comportamiento in vivo de estas 




contrario al mostrado por  las células control cuyo porcentaje aumentó a  lo  largo del estudio. Este 
resultado concuerda con el  fallo de MO observado en  los pacientes y resalta,  junto con  la acusada 
disminución de  la generación de colonias hematopoyéticas secundarias  in vitro,   que para observar 
un  fenotipo de  la patología más acusado es necesaria  la  inducción de un estrés proliferativo en  las 
células interferidas como el sufrido por la población in vivo. 
 Adicionalmente se comprobó que estas células mantenían una interferencia estable del gen 
hFANCA  a  lo  largo  del  tiempo.  Esto  se  verificó  gracias  a  que  los  PHs  obtenidos  de  ratones 
trasplantados  con  células  interferidas  tenían  una  capacidad  de  generación  de  colonias 




también  se  ratificó  tras  la  observación  de  que  las  células  hematopoyéticas  obtenidas  del  ratón 





por  presión  del  cultivo.  Es  importante  resaltar  que  ya  a  nivel  basal  sin  tratamiento  con MMC  se 
observó  que  las  células  procedentes  de  ratones  trasplantados  con  células  interferidas  tenían  un 
potencial  de  diferenciación  hematopoyética  mucho  menor  que  las  procedentes  de  ratones 
trasplantados con células control. 
Todos estos resultados nos confirmaron que en el modelo de ratón humanizado el injerto de 
las células  interferidas disminuyó progresivamente a  lo  largo del  tiempo, emulando el  fallo de MO 
observado en pacientes. Consideramos, por tanto, que éste es un modelo válido para el estudio de 
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1.5. Estudio de nuevas aproximaciones terapéuticas utilizando el modelo de la 
enfermedad generado: Eficacia de la Terapia Génica. 
El desarrollo in vivo de un modelo humanizado de AF, como se ha mencionado, nos permite 
entre otros aspectos, el poder validar el efecto de  terapias avanzadas   para pacientes de AF,  tales 
como la terapia génica.  
En nuestro  laboratorio se ha desarrollado un vector  lentiviral PGK.FANCA.WPRE* [6] que ha 
sido  aprobado  como  medicamento  huérfano  por  la  Comisión  Europea    para  el  tratamiento  de 





CMH/CPHs  interferidas  se  transdujeron  in vitro con el vector  terapéutico  (VL:PGK.FANCA.Wpre*) y 
posteriormente fueron trasplantadas en el ratón para poder analizar su comportamiento in vivo. 
 El problema que potencialmente podría  surgir en nuestra aproximación es que el ARN de 











terapéutico original,  se procedió  a  validar  su eficacia  como herramienta para  la  terapia  génica en 
progenitores  hematopoyéticos  interferidos.  Al  igual  que  ocurría  en  las  LCLs  de  AF‐A,  el  vector 
terapéutico mutado consiguió revertir  la sensibilidad a MMC de PHs interferidos al mismo nivel que 
lo hacía el vector clínico original.  
Una  vez  comprobada  la  funcionalidad  de  dicho  vector  in  vitro,  se  trasplantaron  las 
CMHs/CPHs  interferidas y posteriormente corregidas en ratones  inmunodeficientes para estudiar el  
comportamiento de estas células in vivo.  





de  una  competición  entre  células  sanas  e  interferidas,  de  modo  que  mientras  que  las  células 
interferidas disminuían a lo largo del tiempo, las sanas o las interferidas y posteriormente corregidas 
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se  ha  observado  cuando,  de  forma  natural  y  espontánea,  revierte  la  mutación  causante  de  la 
patología en aquellos pacientes que presentan mosaicismo somático [77, 78]. 









ser que  el  shARN quizás  se esté uniendo más eficientemente  al  gen endógeno que  al ectópico, o 
también porque posiblemente se esté  introduciendo más de una copia del gen terapéutico, a pesar 
de utilizar una MOI=1, y el shARN no tenga capacidad para inhibirlo. 






que, en presencia de MMC,  las  células  con  fenotipo de AF  incrementaban  su  supervivencia  tras  la 




posible  concluir  que  se  ha  generado  un  modelo  animal  humanizado  de  ratón  mediante  el  uso 
deVL:shARNs que  inhiben  la expresión de  FANCA en el que  se ha podido  validar  la  terapia génica 
convencional como terapia para AF. Este modelo también puede ser utilizado para estudiar el efecto 
de  las diferentes  citoquinas  y otros  factores  sobre  las  células de  Fanconi  y para analizar el efecto 
múltiples tratamientos. 
Enlazando además con la segunda parte del trabajo, este modelo, en el que se reproduce el 
problema  hematológico  que  tiene  lugar  en  los  pacientes  de  AF,  nos  será  útil  en  el  futuro  para 
estudiar  in  vivo  el  comportamiento  de  células  hematopoyéticas  generadas  por  nosotros  en  el 
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modelo  animal  humanizado  que  nos  ha  permitido  validar  la  eficacia  de  la  terapia  génica 
convencional. Sin embargo,  los nuevos avances que han  ido apareciendo en  los últimos años, tanto 
en  el  campo  de  la  terapia  génica  como  celular,  hicieron  que  explorásemos  nuevas  vías, 
complementarias a  la  terapia génica convencional, para buscar opciones  terapéuticas más   seguras 
para el futuro tratamiento de esta enfermedad. 
En  esta  dirección  nos  planteamos  el  objetivo  de  generar  progenitores  hematopoyéticos 
corregidos para  la patología a partir de  fibroblastos de AF,  sirviéndonos para ello de  la  tecnología 
basada en el uso de nucleasas para  la  introducción específica de un transgén en un sitio seguro del 
genoma  [7,  373,  374]  y  de  la  recién  desarrollada metodología  para  generar  células  pluripotentes 
indiferenciadas (iPSCs) a partir de células somáticas diferenciadas [9, 427]. 
Antes de continuar con el resto de  la discusión es  importante explicar el porqué en nuestro 
caso  se  optó  por  la  inserción  del  gen  terapéutico  en  un  sitio  seguro  del  genoma  en  lugar  de 
específicamente en el locus donde se encontraba la mutación.  
Aunque ambas estrategias  son adecuadas,  la utilización de una u otra presenta ventajas e 
inconvenientes dependiendo del  tipo de aproximación que  se quiera  realizar y  la patología que  se 
quiere tratar. La principal ventaja que tiene para nosotros la utilización de un sitio seguro como diana 
para  llevar a cabo  la corrección por  recombinación homóloga es que esta aproximación podría  ser 
aplicable a cualquier grupo de pacientes de AF independientemente de la localización de la mutación 
causante  de  la  patología,  tan  sólo  sustituyendo  el  gen  defectuoso,  en  cada  caso,  en  el  vector 
donador. La  importancia que tiene esto en  la enfermedad de AF es que esta patología está causada 
por alteraciones genéticas que afectan a 16 genes diferentes y, además, incluso dentro de un mismo 
grupo de complementación  las mutaciones responsables de  la patología son muy diversas  [33, 82]. 
Así, en el gen FANCA podemos encontrar que se han descrito más de 450 mutaciones en este gen que 
pueden causar AF y que  incluyen desde mutaciones puntuales a  inserciones o deleciones [619]. Por 
ello,  la  inserción del ADNc del gen FANCA en un sitio seguro del genoma en  lugar de  la sustitución 
específica  de  la  región  mutada  sería  una  aproximación  válida  para  todos  los  pacientes  con 
alteraciones en ese gen. Otra ventaja que presenta esta aproximación es que existe menos peligro de 
transactivar genes próximos,  tal y como  se ha validado en diferentes estudios para  la  inserción de 
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Además,  para  este  sitio  seguro  existen  unos  ZFNs  diseñados  por  Sangamo®  cuya  eficacia, 






2.1. Evaluación de la posibilidad de llevar a cabo protocolos de recombinación 
homóloga en células de AF. 















esta  técnica, se evaluó si era posible  realizar protocolos de  recombinación homóloga en células de 





del  paciente  del  que  procedían.  Esto  demuestra  por  primera  vez  que  era  posible  llevar  a  cabo 
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genoma o con una probabilidad  ínfimamente más reducida, si  lo hiciera  justo a continuación de un 
promotor génico. Para conseguir la expresión específica del gen eGFP únicamente tras su inserción en 
el  sitio deseado, no se dirigió la expresión de este gen utilizando ningún promotor ectópico, sino que, 
sólo  si  éste  se  introducía  en  el  locus AAVS1,  su  expresión  tendría  lugar bajo  el promotor del  gen 
PPP1R12C.   Esta estrategia nos permitió observar  la  inserción del casete de RH en  los  fibroblastos, 
una  vez que  estos habían  sido  cotransfectados  con  el  vector donador  y  con  los  ZFNs. Además,  la 
selección de  células verdes mediante un  separador  celular nos permitió  tener una población en  la 
que un alto porcentaje de las células tendrían el casete de RH introducido en el sitio deseado. 
Una  vez  que  establecimos  las  condiciones  óptimas  de  transducción  llevamos  a  cabo  la 
corrección de fibroblastos de cuatro pacientes y los resultados mostraron que únicamente cuando se 
cotransducían  las células con el vector donador y el AdV‐ZFNs  se observaba expresión de eGFP,  lo 







Otro dato  relevante que  se puede extraer de  estos experimentos es que el porcentaje de 
células eGFP positivas y, por  lo tanto, corregidas mediante edición génica fue aumentado a  lo  largo 
del tiempo en ausencia de selección hasta alcanzar valores que oscilaron entre el 5,50% y el 13,40%. 
Es decir, se observó  un incremento de la población verde de más de diez veces. La explicación a este 
fenómeno  se  apoya  en  el  hecho  de  que  la  corrección  del  defecto  genético  confiere  una  ventaja 
proliferativa, en el caso de la AF, a estas células frente a aquéllas que no están corregidas. Este efecto  
se  observa, de  forma  natural,  en  pacientes  con mosaicismo  somático,  fenómeno  originado  por  la 
reversión espontánea de la mutación causante de la patología [77, 78, 132, 624] o, de forma artificial, 
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 Incremento  de  la  eficiencia  de  Recombinación  Homóloga  en  presencia  de  la 
Telomerasa. 
Uno de los mayores problemas que conlleva el trabajar con células de pacientes de AF es que, 
a pesar de  ser mantenidas en  condiciones de  cultivo de hipoxia  (5% O2)  [89],  tienden a entrar en 
senescencia prematuramente [539, 579, 626, 627], lo que dificulta su crecimiento y su manipulación 






timidina  quinasa  de modo  que,  tras  la  adición  de  ganciclovir,  las  células  en  las  que  no  se  haya 
escindido este casete de expresión morirían. 
Una vez que se  inmortalizaron  los fibroblastos, estos se corrigieron mediante terapia génica 
dirigida. Pudimos observar que  la presencia del vector que expresaba  la  telomerasa aumentaba  la 
eficiencia de RH en células de tres pacientes de AF‐A diferentes hasta más de cinco veces respecto a 
aquellas células que no expresaban dicho vector. Además, al igual que ocurría con los fibroblastos sin 





Puesto  que  en  este  paciente  es  donde  se  obtuvieron  mejores  resultados,  en  cuanto  a 
porcentaje de células eGFP positivas se refiere, fue el que elegimos para  la continuación de nuestro 
proyecto.  
Antes de  realizar  la  reprogramación a  iPSCs, paso  siguiente a  seguir en nuestro  trabajo,  se 
comprobó en una población seleccionada para células eGFP positivas que la integración había tenido 
lugar en el sitio adecuado, AAVS1, en  los fibroblastos de este paciente mediante una PCR específica 
para  ese  locus.  También  se  verificó  que  a  nivel  funcional  las  células  estaban  corregidas,  ya  que 
aunque  la  proliferación  aumentada  era  una  evidencia  de  que  esto  posiblemente  era  así,    esto  se 
confirmó mediante la realización de dos pruebas diferentes: 
 Un análisis de la presencia de focos nucleares de FANCD2, cuyo resultado fue que las células 
corregidas  por  edición  génica  presentaban  un  porcentaje  de  células  con  la  ruta  de  AF 
restaurada similar a  las células control, tanto en ausencia como en presencia de MMC, y en 
contraste  con  lo  que  ocurría  con  las  células  sin  corregir  cuya  ausencia  de  focos  FANCD2 
evidenciaban ser típicamente células con fenotipo de AF [82, 595]. 
 Un estudio de  la estabilidad cromosómica de  las células corregidas  tras  su exposición a un 
agente entrecruzante del ADN, el DEB   [534]. Pudimos observar que  la  integración del gen 
FANCA  en  el  genoma  disminuía  notablemente  la  aparición  de  aberraciones  cromosómicas 
típicamente observadas en las células de pacientes de AF‐A [82, 628]}. 
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2.3. Generación de iPSCs a partir de fibroblastos de AF-A corregidos mediante 
edición génica. 
Tras  verificar  que  los  fibroblastos  podían  ser  corregidos  por  técnicas  de  recombinación 
homóloga,  se  generaron  células  indiferenciadas  pluripotentes  a  partir  de  ellos  mediante  su 
reprogramación  con un vector  lentiviral escindible policistrónico que  contenía  los  cuatro genes de 
reprogramación utilizados por Yamanaka [9, 135]. A pesar de que, como vimos  en el apartado 9.1 de 
la  introducción  de  esta  tesis,  existen múltiples métodos  para  la  generación  de  iPSC  (ver  tabla  7), 
nosotros elegimos un sistema viral basado en un lentivirus que podía ser escindido posteriormente y 




Es  importante matizar  que  para  este  trabajo  se  optó  por  realizar  la  desdiferenciación  o 
reprogramación celular después de  llevar a cabo  la corrección por edición génica de  la patología, a 
pesar de que la mayoría de las aproximaciones realizadas hasta ahora en otras enfermedades optan 
por realizar primero  la reprogramación y posteriormente  la corrección [361]. Esto fue así porque en 






Puesto  que  en  publicaciones  anteriores  se  había  llegado  a  la  conclusión  de  que  la 
inmortalización de las células somáticas con el antígeno SV40T ó del antígeno SV40T junto con hTERT 
disminuía la apoptosis de las células e incrementaba la frecuencia de formación de colonias de iPSCs 
[424,  425],  en  nuestro  caso  particular,  quisimos  comprobar  si  la  presencia  únicamente  de  la 
telomerasa aumentaba la eficacia de generación de las iPSCs.  
Nuestros  resultados  mostraron  que  la  transducción  con  el  vector  que  expresaba  la 
telomerasa  incrementaba  notablemente  la  eficiencia  de  reprogramación  en  fibroblastos  AF‐A 
corregidos  y  además  que  estas  colonias  generadas  permanecían  a  lo  largo  del  tiempo  con  una 
frecuencia más elevada que en el caso de las células que no expresaban hTERT, es decir aumentaba la 
frecuencia de colonias completamente reprogramadas. 
Por  otro  lado,  quisimos  comprobar  si  la  expresión  de  la  telomerasa  era  suficiente  para 
reprogramar los fibroblastos de AF, o si era necesaria la restauración previa de la ruta AF mediante la 
presencia de FANCA. Nuestros resultados mostraron que, como cabía esperar, sí que era necesario 
corregir  el  defecto  genético  para  conseguir  unos  resultados  óptimos  de  reprogramación  y  que  la 
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Una  vez  comprobado  esto,  por  tanto,  se  generaron  iPSCs  a  partir  de  fibroblastos  de  un 
paciente de AF‐A que había sido corregido previamente para la patología y transducido con el vector 




RH  [510]  y  que  esta  copia  estaba  introducida  en  el  locus  AAVS1,  lo  cual  confirmó  la  ya  descrita 
previamente alta especificidad de los ZFN diseñados para este locus [7, 289]. Por otro lado, hay que 
resaltar que, a pesar de que se pudo generar un clon de iPSCs a partir de un fibroblasto sin corregir, 
este  clon desapareció  a  los pocos pases en  cultivo.  Esto  confirma que,  aunque en un principio es 
posible generar iPSCs a partir de células de pacientes de AF‐A que no están complementadas para el 
gen  FANCA  con  una  eficiencia  mucho  menor  que  si  estuviesen  corregidas  [539],  estas  iPSCs 
desaparecen a lo largo del tiempo. Esto puede ser debido a que las células sin corregir presentan una 




de  copias del vector de  reprogramación, para  facilitar  su posible posterior escisión y  con el  fin de 
tener unos clones más seguros. Así en tres de los clones se analizó la posible integración del casete de 
RH  en  otros  sitios  del  genoma  además  de  en  el  sitio  diana.  Este  análisis  confirmó  que,  como  ya 
indicaban  los  resultados de Q‐PCR y PCR, existía una única  integración del casete de RH en el sitio 





Además  de  evaluar  que  en  los  clones  seleccionados  el  proceso  de  corrección  por 
recombinación  homóloga  había  ocurrido  adecuadamente  a  nivel molecular,  se  realizó  un  análisis 
exhaustivo del estado pluripotente e indiferenciado de los clones de iPSCs. 
En  primer  lugar,  se  detectaron  con  éxito,  mediante  técnicas  inmunohistoquímicas, 
marcadores de pluripotencia  (AP, OCT3/4, NANOG, TRA‐1‐60   y SSEA‐4) que se expresan en células 
madre [9, 543, 544].  
Se  ha  estudiado  que  durante  el  proceso  de  reprogramación  ocurren  una  serie  de 
acontecimientos  indispensables  para  una  completa  desdiferenciación  celular,  tales    como  la 
activación de los genes endógenos de pluripotencia de forma escalonada en el tiempo y el cambio de 
estado  de metilación  de  distintos  genes  [629].  En  nuestros  clones  se  observó,  por Q‐PCR,  que  la 
expresión de  los genes de pluripotencia endógenos  (NANOG, OCT3/4, SOX2, KLF4, cMYC y REX)  se 
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Adicionalmente  se  analizó  el  nivel  de  expresión  de  los  genes  que  habíamos  introducido 
ectópicamente para generar  las  iPSCs, ya que es muy  importante que estos genes estén silenciados 
para llevar a cabo con éxito procesos posteriores de diferenciación celular. Se ha reportado que una 
expresión residual de  los  factores de reprogramación  influye sobre el programa transcripcional y el 
estado epigenético de las iPSCs [427, 506, 630], y que es necesario que se produzca el silenciamiento 
de los genes de pluripotencia, que ocurre de forma espontánea en la mayoría de los clones, ya que la 
expresión  mantenida  de  los  factores  de  reprogramación  o  su  reactivación  no  sólo  influye 
negativamente  sobre  la  diferenciación,  sino  que  también  induce  inestabilidad  cromosómica  que 
puede favorecer  la formación de tumores [506, 559, 631]. Los análisis de Q‐PCR nos mostraron que 
se había  llevado a  cabo el  silenciamiento de  los genes ectópicos de  forma espontánea, aunque el 








iPSCs  consiste  en  estudiar  el  patrón  de metilación  de  distintos  genes.  Cuando  se  lleva  a  cabo  la 
desdiferenciación  celular  uno  de  los  procesos  que  tiene  lugar  es  el  silenciamiento  de  genes 
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existía expresión del gen hFANCA y si esta expresión conseguía restaurar la ruta de AF de modo que 
el  fenotipo de estas células mimetizase un  fenotipo normal. Hay que recordar que, por  tratarse de 
una  enfermedad monogénica  recesiva,  la  presencia  de  una  única  copia  correcta  del  gen  afectado 
restaura  la  ruta de AF,  ya que  los  individuos heterocigotos para  la mutación  en  cualquiera de  los 
genes de AF presentan un fenotipo normal. 










varios  factores  entre  los  que  se  incluyen  el  daño  de ADN  inducido  durante  la  reprogramación,  el 
mantenimiento y manipulación de las células en cultivo, que los genomas de las células pluripotentes 
(CMEs  e  iPSCs)  sean  intrínsecamente  inestables,  o  que  ocurra  una  selección  de  mutaciones 
preexistentes en la célula original [635]. 
Por otro  lado, observando en el clon 31  los datos relativos a  la expresión de  los factores de 
reprogramación ectópicos, apreciamos que estos genes no están completamente silenciados en este 




Así pues, debido al notable número de aberraciones  cromosómicas en el  clon 31, éste  fue 
descartado para su posterior diferenciación a células hematopoyéticas. 
Finalmente, para completar el estudio de la corrección de la patología en los clones, se evaluó 
que  la  recuperación de  la  funcionalidad de  la  ruta de AF se debía a  la manipulación que habíamos 
llevado a cabo para corregir la célula mediante la inserción del gen FANCA en  el locus AAVS1 por RH 
y no debido a una reversión de la mutación original. La comparación de las secuencias de ADN de los 
clones de  iPSCs con  la secuencia de  los fibroblastos AF‐52T confirmó que en  los tres clones seguían 
estando  presentes  las  dos mutaciones  en  el  gen  FANCA  que  causaban  originalmente  la  patología 
[exón  8  (c.710‐5T>C)  y  exón  36  (c.3558insG)]  y  también  que  la  corrección  no  era  el  producto  de 





de  los  factores  de  reprogramación  introducidos  ectópicamente  es  relevante  para  disminuir  la 
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Se ha observado que  cuando  las células  son  reprogramadas y mantenidas en cultivo como 
iPSCs,  los  clones  adquieren  ciertas  anomalías  que  pueden  ser  consecuencia  del  proceso  de 
reprogramación;  del  mantenimiento  en  cultivo  de  estas  células  y  su  expansión;  o  debido  al 
procedimiento de corrección génica [487, 488, 551‐554, 636, 637]. 
Pudimos comprobar que dos de los tres clones de iPSCs‐AFeg analizados poseían un cariotipo 
normal, por  lo que a pesar de que  la aparición de aneuploidías no es un  fenómeno extraño en  la 
generación de iPSCs, se generaron dos clones sin evidencias de anomalías cariotípicas tras haber sido 
sometidos a los procesos de corrección por edición génico y de reprogramación celular. 
  Sin  embargo,  cuando  realizamos  un  estudio  más  exhaustivo  mediante  un  array  de  CGH 
observamos  que  sí  que  existían  leves  alteraciones  en  los  clones  de  iPSCs  generados  a  partir  de 
fibroblastos AF‐52T  editados  genéticamente.  Estos  resultados  están  en  concordancia  con  trabajos 




diferencias  detectables  por  el  array  de  CGH  entre  el  genoma  de  los  fibroblastos  derivados  del 
paciente (AF‐52) y esos mismos fibroblastos tras ser inmortalizados y corregidos (AF‐52Teg). Es decir, 
el proceso de telomerización, corrección por editado génico mediante RH y expansión  in vitro antes 
de  generar  iPSCs  no  indujo  alteraciones  genéticas  detectables  por  CGH.  Esto  es  especialmente 
relevante en células procedentes de AF, una enfermedad cuyos defectos en la reparación de daño en 
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el  ADN  induce  una  alta  inestabilidad  genética,  efecto  que  hemos  conseguido  revertir  tras  su 
corrección mediante terapia genética dirigida. 
Las  alteraciones  genéticas  observadas  en  estos  clones,  por  tanto,  pueden  ser  debidas  al 
estrés replicativo producido por el proceso de reprogramación   y el tiempo en cultivo [637, 638], o 




Hay  que mencionar  que  puesto  que  los  dos  clones  presentan  la misma  deleción  cabe  la 




la existencia de mosaicos genéticos de baja  frecuencia  (menor del 20%). Esta hipótesis surge de  la 
existencia de artículos que sugieren que más de  la mitad de  las mutaciones observadas en  las  iPSCs 
ya  están  presentes  en  las  células  originales  y  que  la  selección  de  estas  alteraciones  sean  las 
responsables de su prevalencia en las iPSCs [487, 639].  
   
2.4. Diferenciación eficiente de iPSCs-AFeg a Progenitores Hematopoyéticos 
corregidos. 
Como se ha  insistido varias veces a  lo  largo de este trabajo, nuestro fin último es encontrar 
nuevas aproximaciones para paliar uno de los peores problemas que acaecen a los pacientes de AF, la 
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de expresión de FANCA alcanzado es  suficiente para  restaurar  la  ruta de AF y  corregir el  fenotipo 
patológico. 
Además, ha sido posible generar iPSCs a partir de estas células corregidas por edición génica y 
éstas  han  sido  diferenciadas  eficientemente  a  PHs,  mostrando  todos  estos  tipos  celulares  una 
expresión del gen FANCA estable que es capaz de revertir el fenotipo de AF.  
Estos  avances  abren  una  ventana  hacia  la  posibilidad  de  utilizar  esta  aproximación  en  un 
futuro  como  terapia  para  los  pacientes.  Además,  el  tipo  de  estrategia  utilizada,  basada  en  la 
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A  continuación  se  presentan  las  conclusiones  obtenidas  en  cada  uno  de  los  dos  objetivos 
plateados en esta memoria. 
 
1. Desarrollo  de  un modelo  de  ratón  humanizado  que  reproduzca  el  problema  hematológico 
observado en los pacientes con anemia de Fanconi (AF). 
1.1.  Se ha diseñado y validado en una  línea celular humana, un vector  lentiviral, VL:sh7FANCA, 
que  expresa  de  forma  constitutiva  horquillas  pequeñas  de  ARN  (shARN)  que  reconocen 
específicamente  el ARNm del  gen humano  FANCA  y que  reduce  la  expresión de  este  gen, 
generando células con fenotipo de AF. 
1.2. La transducción de células CD34+ humanas procedentes de sangre de cordón umbilical con el 
VL:sh7FANCA  confiere  a  estas  células  un  fenotipo  comparable  al  de  los  progenitores 
hematopoyéticos procedentes de pacientes con AF. 
1.3. Las  células  CD34+  interferidas  en  el  gen  FANCA  injertan  temporalmente  en  ratones 
inmunodeficientes,  lo que ha permitido generar un modelo humanizado de  la enfermedad 
hematológica.  
1.4. El modelo  humanizado  de  ratón  defectivo  en  hFANCA  ha  sido  una  herramienta  útil  para 
validar  la eficacia  terapéutica del vector  lentiviral que será utilizado en el ensayo clínico de 
terapia  génica  de  pacientes  AF‐A  (VL:PGK.FANCA.Wpre*)  en  un  sistema  in  vivo  con 
progenitores hematopoyéticos humanos con fenotipo de AF.  
 
2. Generación  de  progenitores  hematopoyéticos  de  pacientes  del  subtipo  AF‐A  corregidos  del 
defecto génico mediante técnicas de edición génica y reprogramación celular. 
2.1. La  cotransducción  de  células  de  pacientes  con  anemia  de  Fanconi  del  subtipo  AF‐A  con 
vectores adenovirales portadores de ZFNs específicos para el  locus AAVS1 humano y de un 
vector  lentiviral  no  integrativo  portador  del  gen  EGFP  flanqueado  por  secuencias  de 
homología del mismo locus nos ha permitido demostrar por primera vez que es posible llevar 
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fibroblastos  fueron  previamente  transducidos  con  un  vector  lentiviral  portador  del  gen 
hTERT. 
2.4.  El  estudio  citogenético  de  las  células  generadas  a  lo  largo  de  los  procesos  descritos 
demuestra  la  ausencia  de  alteraciones  genéticas  detectables  durante  los  procesos  de 
expansión  y  edición  génica  de  los  fibroblastos  con  AF‐A.  Sin  embargo,  la  reprogramación 
celular se asoció con la generación de determinadas alteraciones génicas en las iPSCs. 
2.5. La  re‐diferenciación de  las  iPSCs AF‐A corregidas por edición génica hacia células del  linaje 
hematopoyético  permite  la  generación  progenitores  hematopoyéticos  corregidos 









reprogramación  celular  se  contempla  como  una  nueva  aproximación  de  terapia  génica 
particularmente relevante para pacientes sin reserva medular de células madre hematopoyéticas.  
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HEMATOPOIESIS AND STEM CELLS
Down-regulated expression of hsa-miR-181c in Fanconi anemia patients:
implications in TNF regulation and proliferation of hematopoietic
progenitor cells
Paula Río,1 Xabier Agirre,2 Leire Garate,2 Rocío Ban˜os,1 Lara A´ lvarez,1 Edurne San Jose´-Ene´riz,2 Isabel Badell,3
Jose´ A. Casado,1 Marina Garín,1 Felipe Pro´sper,2 and Juan A. Bueren1
1Hematopoiesis and Gene Therapy Division, Centro de Investigaciones Energe´ticas, Medioambientales y Tecnolo´gicas and Centro de Investigacio´n Biome´dica
en Red de Enfermedades Raras, Madrid, Spain; 2Hematology Department, Clínica Universidad de Navarra y Fundacio´n para la Investigacio´n Me´dica Aplicada,
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Fanconi anemia (FA) is an inherited ge-
netic disorder associated with BM failure
and cancer predisposition. In the present
study, we sought to elucidate the role of
microRNAs (miRNAs) in the hematopoi-
etic defects observed in FA patients.
Initial studies showed that 3 miRNAs,
hsa-miR-133a, hsa-miR-135b, and hsa-miR-
181c, were significantly down-regulated in
lymphoblastoid cell lines and fresh pe-
ripheral blood cells from FA patients. In
vitro studies with cells expressing the
luciferase reporter fused to the TNF
3-untranslated region confirmed in silico
predictions suggesting an interaction be-
tween hsa-miR-181c and TNF mRNA.
These observations were consistent with
the down-regulated expression of TNF
mediated by hsa-miR-181c in cells from
healthy donors and cells from FA pa-
tients. Because of the relevance of TNF
in the hematopoietic defects of FA pa-
tients, in the present study, we trans-
fected BM cells from FA patients with
hsa-miR-181c to evaluate the impact of
this miRNA on their clonogenic potential.
hsa-miR-181c markedly increased the
number and size of the myeloid and ery-
throid colonies generated by BM cells
from FA patients. Our results offer new
clues toward understanding the biologic
basis of BM failure in FA patients and
open new possibilities for the treatment
of the hematologic dysfunction in FA pa-
tients based on miRNA regulation. (Blood.
2012;119(13):3042-3049)
Introduction
microRNAs (miRNAs) are 20- to 24-nucleotide RNAs that regu-
late gene expression mainly by destabilizing target mRNAs
through partial base pairing complementary sites.1 Since their
original description, multiple miRNAs have been shown to regu-
late the development and differentiation of different tissues,2
including the hematopoietic system.3-5 In addition, miRNAs have
been shown to act as tumor suppressors6 or oncogenes in the
development of hematologic malignancies.7-9
Because Fanconi anemia (FA) is a complex disease mainly
associated with BM failure and cancer predisposition,10 we investi-
gated whether specific miRNAs are deregulated and play a role in
the hematopoietic dysfunction of FA patients. Among the hemato-
logic dysfunctions of FA patients, macrocytosis is often the first
detected, followed by thrombocytopenia and neutropenia. A high
incidence of cancers, principally acute myeloid leukemia and
squamous cell carcinoma, is also associated with FA.11 Data from
the International Fanconi Anemia Registry showed that in these
patients, the actuarial risk of developing BM failure and hemato-
logic and nonhematologic malignancies by 40 years of age is 90%,
33%, and 28%, respectively.10 Differences in the clinical symptoms
of FA patients are difficult to interpret. Nevertheless, because FA is
a chromosomal instability disorder, FA cells accumulate DNA
damage at an increased rate. Unrepaired DNA damage may activate
apoptotic pathways, thus potentially leading to BM failure, or may
induce additional mutations and translocations that may finally
result in solid tumors or leukemias.12
Although the exact function of FA proteins is not clearly
understood, 8 FA proteins (FANCA, FANCB, FANCC, FANCG,
FANCF, FANCE, FANCL, and FANCM) interact to form an FA
core complex that is responsible for the mono-ubiquitination of
FANCD2 and FANCI, known as the ID complex.13,14 After
mono-ubiquitination, both proteins migrate to sites of DNA
damage, forming DNA repair foci in association with other
proteins, including FANCJ/BRIP1, FANCD1/BRCA2, and FANCN/
PALB2.15 An additional molecule, the nuclease FAN1, was shown
recently to be an essential partner in the FA pathway because of its
interaction with the ID complex and its further recruitment to sites
of DNA damage.16-19 Finally, the observation that FANCP
(SLX4)20,21 has endonuclease activity is allowing investigators to
unravel the role of the FA/BRCA pathway in the repair of DNA
interstrand cross-links during replication.22
In the present study, miRNA expression analyses in lymphoblas-
tic cell lines (LCLs) and peripheral blood (PB) cells from FA
patients and healthy donors (HDs) showed that 3 different miRNAs
were specifically down-regulated in FA hematopoietic cells. In
silico studies and in vitro experiments of gene interference showed
that one of the miRNAs that is consistently down-regulated in FA
samples is hsa-miR-181c. Moreover, our results demonstrate that
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this miRNA interacts with TNF, playing an important role in the
functional properties of FA hematopoietic progenitors.
Methods
Cell lines and primary cells
FA patients were diagnosed based on clinical symptoms and chromosome
breakage tests of PB cells using DNA cross-linker drugs.23 Patients and
HDs were encoded to protect their confidentiality, and informed consent
was obtained in all cases according to institutional regulations. EBV-
transformed LCLs from FA patients were grown in RPMI medium
(GIBCO) supplemented with 15% FBS, glutamine, and antibiotics (0.5%
penicillin and streptomycin).
PB mononuclear cells (MNCs) were obtained by Ficoll fractionation.
BM samples were depleted from erythrocytes with hydroxyethyl starch as
described previously24 and cultured in IMDM supplemented with 20% FBS
and antibiotics (0.5% penicillin and streptomycin) in the presence of
thrombopoietin (50 ng/mL; R&D Systems), SCF (150 ng/mL; Peprotech),
and Flt3 ligand (50 ng/mL; Invitrogen).
The RKO cell line (a colon carcinoma cell line) was grown in DMEM
supplemented with 10% FBS, glutamine, and antibiotics (0.5% penicillin
and streptomycin).
RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR
quantification of miRNAs
2-5.106 cells from either LCLs or PB from healthy and FA-A patients was
used for RNA extraction using the TRIzol total RNA isolation reagent
(Molecular Probes). cDNA was synthesized using gene-specific primers
designed by Applied Biosystems (http://www5.appliedbiosystems.com/tools/
mirna/) according to the TaqMan miRNA assay protocol (PE Applied
Biosystems). The reaction was prepared as described previously.25 Real-
time quantitative PCR (qPCR) was performed using an Applied Biosystems
7300 Sequence Detection system and a Rotor Gene using 1.33 L of RT
product, 1 TaqMan Universal PCR master mix, and 1 L of primers and
probe mix of the TaqMan miRNA assay protocol (PE Applied Biosystems).
The reaction was incubated at 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles
of 95°C for 15 seconds and 60°C for 10 minutes. The Ct data were
calculated using default threshold settings. Normalization of the data was
done using the RNU6B gene as an endogenous control. Relative quantifica-
tion of expression of analyzed miRNAs was calculated with the 2Ct
method (Applied Biosystems user bulletin number 2, P/N 4303859). Data
are presented as log 2Ct of the relative quantity of miRNAs, normalized
and compared with the mean relative expression value of control cell lines
or PB samples. A supervised analysis using the significant analysis of
microarrays algorithm was performed to identify miRNAs with statistically
significant changes in expression between groups.
DNA methylation analysis
DNA was extracted using the QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN).
Methylation-specific PCR (MSP) was used to analyze the methylation
status of the CpG sites located 5 upstream of hsa-miR-181c and was
performed as described previously. For the hsa-miR-181c-MSP, the follow-
ing primers were used: hsa-miR-181c-MD (5-GTTCGTAGATTTAGGT-
TAGGGGC-3) and hsa-miR-181c-MR (5-CAATAATCGCACAAAATTC-
GAC-3), which amplify a 151-bp product, for the methylated reaction and
primers hsa-miR-181c-UD (5-GTTTGTAGATTTAGGTTAGGGGTGA-
3) and hsa-miR-181c-UR (5-CTCCAATAATCACACAAAATTCAAC-
3), which amplify a 154 bp product, for the unmethylated reaction. PCR
conditions for the hsa-miR-181c-MD/hsa-miR-181c-MR primers were
94°C for 10 minutes, followed by 35 cycles at 94°C for 1 minute, 60°C for
1 minute, and 72°C for 1 minute. PCR conditions for the hsa-miR-181c-
UD/hsa-miR-181c-UR primers were 94°C for 10 minutes, followed by
35 cycles at 94°C for 1 minute, 58°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute.
The final extension was at 72°C for 10 minutes. The products were
separated by electrophoresis on a 1.8% agarose gel.
The 4 CpG dinucleotides that are located in the genomic sequence that
results in mature miRNA hsa-miR-181c were analyzed by pyrosequencing,
as described previously.26 After bisulfite treatment of DNA, “hot-start” PCR
was performed using hsa-miR-181c-PD (5-TTTATGAGAGAAAA-
GGGGTTTTTTAT-3) and hsa-miR-181c-PR (biotine-5-AAAAATAA-
CAATTCCAAACCTCAAA-3). PCR conditions were 94°C for 10 min-
utes, followed by 40 cycles at 94°C for 1 minute, 58°C for 1 minute, and
72°C for 1 minute. The final extension was at 72°C for 10 minutes. The
resulting biotinylated PCR products were immobilized to streptavidin
Sepharose High Performance beads (GE Healthcare) and processed to yield
high-quality ssDNA using the PyroMark Vacuum Prep Workstation (Biotage)
according to the manufacturer’s instructions. The pyrosequencing reactions
were performed using Pyromark ID (Biotage) and sequence analysis was
performed using the hsa-miR-181c-SEQ1 (5-ATGTTTTTTGGTTTTTT-
GTTATTTATTTTA-3) and hsa-miR-181c-SEQ2 (5-TTTGTTAAGG-
GTTTGGGGGAATATTTAATTTG-3) primers and PyroQ-CpG Version
1.0.9 analysis software (Biotage).
Human male genomic DNA universally methylated for all genes
(Intergen) was used as a positive control for methylated alleles (not shown).
Water blanks were included with each assay. The results were always
confirmed by repeating the MSP assays or by pyrosequencing after an
independently performed bisulfite treatment.
Cell transfection and transduction with miRNAs
Lymphoblast cell lines and primary BM samples from FA-A patients were
transfected either with a negative-precursor miRNA control (Pre-miR
Control #1; Applied Biosystems) or a Pre-miR-181c precursor molecule
using siNeoFX reagent (Ambion). Briefly, retronectin-coated plates were
used to transfect 2.5  105 LCLs or BM cells with Pre-miR molecules.
Transfection was repeated after 24 hours and 48 hours later, cells were
harvested for functional and expression assays. To determine the transfec-
tion efficiency in these experiments, a carboxyfluorescein dye–labeled
Pre-miR negative control (Applied Biosystems) was used. The transfection
efficiency was determined as the percentage of FITC-positive cells as
measured by flow cytometry 2 days after transfection. Cell viabilities were
determined by analyzing the proportion of propidium iodide–negative cells
by flow cytometry (EPICS XL; Coulter Electronics).
To stably transduce BM cells from FA patients, infective supernatants
containing lentiviral vectors carrying the Pre-miR-181c and enhanced green
fluorescent protein (EGFP) genes (Pre-miR-181c-EGFP LV; System Biosci-
ences) or a control vector (EGFP LV) were generated as described
previously.27 Briefly, 5  105 FA-BM cells were cultured in IMDM
supplemented with 20% FBS and 300 ng/mL of human SCF (Peprotech),
100 ng/mL of human thrombopoietin (R&D Systems), and 100 ng/mL of
Flt3 ligand (Invitrogen) in retronectin-coated wells (Takara Shuzo). Two
rounds of infection were conducted with either LV:Pre-miR-181c EGFP or
LV:EGFP and the efficiency of transduction was analyzed by the percentage
of EGFP-positive cells measured by flow cytometry in a FACS LSR-
Fortessa flow cytometer (BD Biosciences)
mRNA expression analyses of target genes
BM samples transfected with Pre-miR control or Pre-miR-181c were
harvested 48 hours after transfection and RNA was extracted with TRIzol
reagent, as described previously. Total RNA was obtained and the expres-
sion of TNF, IL-1, RAD54B, and -ACTIN was studied with SYBR
Green Supermix (Applied Biosystems) using the following primers:
TNF-F: 5-CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT-3 and TNF-R: 5-
GCCAGA GGGCTGATTAGAGA-3; Il-1-F: 5-CTGTCCTGCGTGTT-
GAAAGA-3 and IL-1-R: 5-TTGGGTAAT TTTTGGGATCTACA-3;
RAD54B-F: 5-TCATGATCTGCTTGACTGTGAG-3 and RAD54B-R:




Intracellular levels of TNF in erythrocyte-depleted BM cells previously
transduced or transfected with miRNA constructs were determined by flow
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cytometry 48 hours after miRNA transfection. Samples were incubated for
5 hours with 50 ng/mL of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; Sigma-
Aldrich), lipopolysaccharide (LPS; 1g/mL; Sigma-Aldrich), or re-
siquimod (R848;1 g/mL; Alexis Biochemicals), together with 5 g/mL of
brefeldin A (Sigma-Aldrich), which inhibits the intracellular transport of
cytokines into the Golgi complex, avoiding the extracellular release of the
cytokines.28 Cells were washed in PBA (PBS  0.1% BSA) and incubated
for 30 minutes at 4°C with anti-CD45–FITC or anti-CD45–PC5 (Beckman
Coulter). Stained cells were resuspended for 20 minutes at 4°C in
Cytofix/Cytoperm fixation/permeabilization solution (BD Biosciences)
according to the manufacturer’s instructions. After permeabilization, cells
were washed twice with washing buffer and stained for intracellular TNF
using an anti–TNF-PE Ab (BD Biosciences). Flow cytometric analysis
was conducted in a FACS LSRFortessa (BD Biosciences).
Luciferase reporter assays
For reporter assays, a region of wild-type 3-untranslated region (3UTR)
from TNF, the 3UTR from mutated TNF, 3UTR from IL1, and the
target hsa-miR-181c (which is perfectly complementary to hsa-miR-181c
sequence) were constructed annealing the following primers: 3UTR-TNF-
.F: 5-CTAGTATTATTTATTTATTTACAGATGAATGTATTTATTTG
GGAGACCGGGGTA-3 and 3UTR-TNF-.R: 5-AGCTTACCCCG-
GTCTCCCAAATAAATACATTCATCTGTAAATAAATAAATAATA-3;
3UTR-TNF-mutated. F: 5-TCGAGATTATTTATTTATTTACAGATCT-







TTTATTTGGGAGACCGGGGTGC-3 and 3UTR-Target miRNA181c.R:
5-GGCCGCACCCCGGTCTCCCAAATAAAAACATTCAACCTG
TCGG TGAGTAATAATC-3.
Annealing was conducted by incubating both primers for 4 minutes at
95°C and for 10 minutes at 70°C in annealing buffer (100mM potassium
acetate, 30mM HEPES, pH 7.4, and 2mM magnesium acetate). Primers
were then phosphorylated and cloned into the siCHECK2 vector from
Promega digested with XhoI and NotI.
Fifty-thousand RKO cells were plated in DMEM containing 10% FBS.
Twenty-four hours later, cells were transfected with the siCHECK vectors
either with the Pre-miR control or the Pre-miR-181c using lipofectamine
(Invitrogen) following the manufacturer’s instructions. For inhibition
experiments, an anti-miR control or an anti–miR-181c were transfected.
For LCLs, nucleofection was conducted using the cell line optimization
96-well nucleofector kit from Amaxa according to the manufacturer’s
recommendations. Nucleofection was done by combining siCHECK-TNF
or siCHECK-mutTNF with Pre-miR-181c. The luciferase reporter assay
was performed 24-72 hours after transfection using the Dual-Glo luciferase
kit (Promega).
The ratio between the firefly and the Renilla luciferase allows the
normalization of luciferase values. Ratios were normalized against the
control plasmid. RKO experiments with miRNA transfection were per-
formed 5 times in duplicate, and anti-miR experiments were performed
3 times, also in duplicate. Three independent experiments were conducted
in LCLs. In all cases, the expression of endogenous miRNA after
transfection was analyzed by RT-qPCR. Statistical differences were deter-
mined using the Student t test.
In vitro culture of hematopoietic progenitors
For the assessment of colony forming cells, samples consisting of at least
150 000 mononuclear or erythrocyte-depleted BM cells were cultured at
37°C in 5% CO2 and 95% humidity in Methocult H4434 medium
containing SCF, GM-CSF, IL-3, and erythropoietin as growth factors
(StemCell Technologies) according to standardized procedures.29 Colonies
were scored after 2 weeks in culture in an inverted microscope (Olympus
IX70 WH10x/22) with a 4 objective.
Statistical analysis
Results are shown as the means 	 SEM. Differences between groups were
assessed using the 2-tailed Student t test. Statistical analysis of the data was
performed using Prism Version 4.0 software (GraphPad).
Results
Down-regulated expression of specific miRNAs in LCLs and
primary blood cells from FA-A patients
To study the involvement of miRNAs in FA, we initially deter-
mined the expression levels of 157 miRNAs in LCLs obtained from
6 HDs and 8 FA-A patients using the TaqMan miRNA assay kit.
After normalizing the data using RNU6B as a control, we deter-
mined the mean expression level of each miRNA in the different
FA cell lines and compared them with the mean values determined
in control LCLs. These analyses showed a down-regulated expres-
sion of 8 miRNAs in FA LCLs: hsa-miR-99a, hsa-miR-133a,
hsa-miR-135b, hsa-miR-139, hsa-miR-181c, hsa-miR-182, hsa-miR-
183, and hsa-miR-199s (all of them P 
 .01 and significant
analysis of microarrays score 0.9; data not shown).
Fresh PB MNCs from 9 FA-A patients and 6 HDs were used to
confirm data obtained in LCLs. In these experiments, the expres-
sion levels of 7 of the 8 miRNAs that were down-regulated in
FA-LCLs were analyzed (hsa-miR-199s miRNA was not analyzed
because it has been eliminated from the miRNA annotation list). As
shown in Figure 1, no evident changes of expression were noted in
4 of 7 miRNAs, whereas a consistent down-regulated expression of
3 miRNAs, hsa-miR-133a, hsa-miR-135b, and hsa-miR-181c, was
observed in fresh FA PB cells.
Because a reduced expression of hsa-miR-181c had been
associated with the methylation of CpG sites located upstream of
this miRNA in gastric carcinomas,30 we conducted these analyses
in LCLs from 2 HDs and 2 FA-A patients, and down-regulated
expression of hsa-miR-181c was confirmed. However, MSP analy-
ses revealed that the CpG sites upstream of the hsa-miR-181c were
strongly methylated in LCLs not only from FA patients but also
from HDs (supplemental Figure 1A, available on the Blood Web
site; see the Supplemental Materials link at the top of the online
article). Pyrosequencing of the 4 CpG dinucleotides located in the
genomic sequence that results in mature miRNA hsa-miR-181c
showed a similar methylation of the 4 CpG dinucleotides in all
samples (supplemental Figure 1B).
hsa-miR-181c regulates the expression of TNF by interacting
with its 3UTR region
To identify potential targets of the miRNAs that were down-
regulated in FA samples, in silico analyses were performed with
MIRANDA software (2008 and 2010). These analyses showed that
hsa-miR-181c had 3 potential target genes, TNF, IL-1, and
RAD54B, that could be relevant in the disease. Strikingly, 2 of these
genes, TNF and IL-1, have been reported to be overexpressed in
FA cells.28,31,32
To test the effect of hsa-miR-181c on mRNA expression of
TNF, IL-1, and RAD54B, LCLs from different FA-A patients
were transfected with a control pre-miRNA and Pre-miR-181c. As
shown in Figure 2, the ectopic expression of Pre-miR-181c in FA-A
LCLs significantly decreased the expression of TNF, whereas no
change in the mRNA expression of IL-1 and RAD54B was
observed. Because several studies have shown TNF overexpres-
sion in FA-C cells, the relevance of hsa-miR-181c in the down-
regulation of TNFwas also confirmed in FA-C LCLs (supplemen-
tal Figure 2). Because miRNAs can also interfere the expression of
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their target genes by translational repression, our studies of RNA
expression do not exclude the possibility that miR-181c may also
reduce the IL-1 and/or RAD54B protein levels.
To investigate whether hsa-miR-181c interacts with the TNF
mRNA, we cloned the 3UTR region that is hypothetically
recognized by the miRNA in a luciferase reporter vector
(siCHECK2-TNF). In addition, a similar vector carrying the
3UTR from the IL-1 was generated (siCHECK2-IL1). As a
negative control, a vector carrying a mutated 3UTR of TNF was
constructed (siCHECK2-mutTNF). As a positive control, a vector
with the sequence that exactly resembles the region recognized by
the hsa-miR-181c (siCHECK2-TargetmiR181c) was also generated.
In preliminary experiments, we confirmed that the endogenous
expression of hsa-miR-181c in RKO cells was similar to that
observed in LCLs from HDs (data not shown). To investigate
whether the endogenous expression of hsa-miR-181c in RKO cells
could be sufficient to inhibit the expression of the Renilla luciferase
fused to TNF 3UTR, the luciferase activity was first determined
in RKO cells transfected with siCHECK2-TNF and also with
the negative and positive controls (siCHECK2-mutTNF and
siCHECK2-TargetmiR181c, respectively). As shown in Figure 3A,
a significant decrease in the Renilla luciferase activity (normalized
to firefly luciferase) was observed in RKO cells transfected with
the positive control (siCHECK2-TargetmiR181c) and with the
siCHECK2-TNF compared with cells transfected with the nega-
tive control (siCHECK2-TNFmutated).
Because other miRNAs apart from hsa-miR-181c that are
potentially expressed in RKO cells could account for the down-
regulated Renilla luciferase activity observed in siCHECK2-TNF–
transfected cells, in the next set of experiments, RKO cells were
co-transfected with different siCHECK2 vectors: siCHECK-
TNF, siCHECK-IL1, or siCHECK-mutTNF and also with a
Pre-miR control (Figure 3B white bars) or with the Pre-miR-181c
(Figure 3B black bars). Three days after co-transfection, the
relative Renilla luciferase activity was determined. When cells
were transfected with siCHECK-TNF, a significant decrease of
Renilla luciferase activity was induced by the co-transfection with
Pre-miR-181c compared with the Pre-miR control (Figure 3B first
2 bars). In samples transfected with siCHECK-IL1, no significant
inhibition was observed between groups co-transfected with Pre-
miR-181c and the control Pre-miR (Figure 3B), which agrees well
with the data shown in Figure 2. As expected, when siCHECK-
mutTNF was used, no inhibition was induced by Pre-miR-181c
compared with the control Pre-miR (Figure 3B).
To verify the interaction of miR-181c with the TNF 3UTR
region in hematopoietic cells, experiments similar to those shown
in RKO cells (Figure 3B) were conducted with LCLs co-
transfected with Pre-miR-181c together with siCHECK-TNF or
siCHECK-mutTNF. As was observed in RKO cells, LCLs
Figure 1. Comparative analysis of miRNA expression levels in primary blood cells from FA-A patients and HDs. The figure shows the relative expression of
hsa-miR-99a, hsa-miR-133a, hsa-miR-135b, hsa-miR-139, hsa-miR-181c, hsa-miR-182, and hsa-miR-183 determined by qPCR in fresh MNCs obtained from HDs (f) and
FA-A patients (Œ). Top panels show miRNAs in which expression was not modified in samples from FA patients compared with those from HDs. Bottom panels show miRNAs
significantly down-regulated in FA-A patients. Expression levels were related to the expression of the RNU6B gene and normalized to mean values corresponding to HD samples.
Figure 2. Relative expression of IL-1, TNF, and RAD54B in LCLs from FA-A
patients transfected with a Pre-miR control and Pre-miR-181c. In all cases,
mRNA expression levels were analyzed by qPCR 2 days after transfection with a
Pre-miR control (white bars) or Pre-miR-181c (black bars). Expression levels were
related to the expression of the human -actin gene and normalized to mean values
corresponding to LCLs transfected with the Pre-miR control. Bars corresponding to
IL-1 and TNF expression represent mean values	 SEM of data deduced from the
analysis of 3 FA patients. In the case of RAD54B, data from 2 patients are shown. For
each determination, 3 independent experiments were conducted.
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transfected with the siCHECK-TNF showed a reduced luciferase
activity compared with cells transfected with siCHECK-mutTNF
(Figure 3C). These results demonstrate that hsa-miR-181c down-
regulates the expression of TNF by the interaction with its 3UTR.
Finally, to confirm that the TNF 3UTR region is a target of
hsa-miR-181c, in the next set of experiments, RKO cells were
co-transfected with siCHECK-TNF, siCHECK2-IL1, or
siCHECK-mutTNF, and also with an anti-miR control (Figure 3D
white bars) or with an hsa-miR-181c anti-miR (Figure 3D black
bars). Cells transfected with the siCHECK-TNF vector showed an
increased expression of Renilla luciferase activity after co-
transfection with the hsa-miR-181c anti-miR compared with the
control anti-miR (Figure 3D). Consistent with the data shown in
Figure 2, no changes in expression were observed when the
siCHECK-IL1- or the siCHECK-TNF–mutated vectors were
used (Figure 3D). These results confirm that hsa-miR-181c targets the
3UTR of TNF, mediating a down-regulated expression of the gene.
Regulation of TNF by hsa-miR-181c in BM cells from HDs and
FA patients
In a next set of experiments, we investigated the production of
TNF in BM cells from HDs and FA patients 48 hours after
transfection with the control Pre-miR or with Pre-miR-181c. When
TNF was analyzed in untransfected BM samples from either HDs
or FA patients, a very small number of cells expressed detectable
levels of intracellular TNF. Therefore, samples were activated
with PMA, LPS, or R848. Activation with LPS or R848 markedly
increased the proportion of TNF-expressing cells, mainly within
the CD14 population, whereas the generation of TNF-
expressing CD14 cells was much lower in PMA-stimulated cells
(for representative analyses, see Figure 4A). When hsa-miR-181c
was transfected into LPS- and R848-activated BM cells from a HD,
moderate decreases in the intracellular levels of TNF were
observed (Figure 4B). When similar experiments were conducted
with BM samples from FA-A patients, less consistent results were
obtained. Whereas either LPS or R848 induced a significant TNF
overexpression in cells from 2 FA patients (FA-110 and FA-536),
no TNF overexpression was induced by these molecules on cells
from a third FA patient (FA-13). In addition, whereas hsa-miR-181c
down-regulated the expression of TNF in LPS-activated cells,
but not in R848-activated cells, from patient FA-110, only
R848-activated cells from patient FA-536 showed a down-regulated
expression of TNF (not shown). The use of lentiviral vectors carrying
the Pre-miR-181c and the EGFP marker gene clarified that FAcells with
a down-regulated expression of TNF corresponded to hsa-miR-
181c–expressing cells (supplemental Figure 3).
hsa-miR-181c transfection in BM cells from FA patients
reproducibly improves the growth of FA hematopoietic
progenitors in vitro
Finally, to investigate the functional consequences mediated by
hsa-miR-181c on the growth of FA hematopoietic progenitors, BM
cells from 5 FA patients without evidence of myelodysplasia or
leukemia deduced from morphological and karyotypic assessment
in BM aspirates were transfected with either the control Pre-miR or
with Pre-miR-181c and then cultured in semisolid medium for
14 days. As shown in Figure 5A, hsa-miR-181c mediated a marked
increase in the number of hematopoietic colonies in all tested FA
BM samples. The effects of Pre-miR-181c were evident not only by
the increased number of colonies, both myeloid and erythroid, but
also by the larger size of the colonies (see representative analyses in
Figure 5B). In all cases, the expression of hsa-miR-181c was
confirmed by qPCR performed in pooled hematopoietic colonies
from each patient (not shown).
Discussion
In the present study, we sought to determine the potential role of
miRNAs in the hematologic manifestations of FA, a severe
inherited disease associated with several cellular dysfunctions
affecting the proliferation and differentiation of hematopoietic
cells. Previous results from Gruber et al demonstrated that mice
deficient in Ars2, a protein involved in proper miRNA processing,
developed BM failure,33 reinforcing our hypothesis that several
miRNAs might be altered in FA. Consistent with this hypothesis,
our results showed the down-regulation of 8 miRNAs in LCLs
from FA patients, 3 of which (hsa-miR-133a, hsa-miR-135b, and
hsa-miR-181c) were also down-regulated in fresh MNCs from the
PB of FA patients. Interestingly, one of the miRNAs that was systemati-
cally down-regulated in FA cells, hsa-miRNA-181c, had TNF, IL-1,
Figure 3. Pre-miR-181c regulates the expression of
TNF- by interacting with its 3UTR sequence. Shown
is the normalized Renilla luciferase activity in RKO cells
transfected with the different constructs. (A) RKO cells
were transfected with the different siCHECK2 plasmids.
(B) RKO cells were co-transfected with Pre-miR control
(white bars) or Pre-miR-181c (black bars) together with
the different siCHECK2 plasmids. (C) LCLs from HDs
were transfected with siCHECK2-mutTNF or siCHECK2-
TNF and Pre-miR-181c. (D) RKO cells were co-
transfected with anti-miR control (white bars) or with an
anti–miR-181c (black bars) together with the different
siCHECK2 plasmids. In all cases, Renilla luciferase
activity was normalized to firefly luciferase activity. Bars
show mean values 	 SE corresponding to 3-5 indepen-
dent experiments.
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and RAD54B as possible target genes, although only TNF and
IL-1 have been reported to be up-regulated in FA cells.28,31,32
Whereas the inhibitory studies with the siCHECK2 vector
showed that hsa-miR-181c could target the TNF 3UTR, this
effect was not observed with the IL-1 3UTR (Figure 3). The
levels of TNF down-regulation obtained in our luciferase experi-
ments were similar to those described with hsa-miR-125b, another
miRNA also capable of down-regulating TNF.34 In that study, the
investigators observed that miR-125b also targets the 3UTR of
TNF transcripts and proposed that its down-regulation in re-
sponse to LPS may be required for proper TNF production.
Because of the relevance of TNF in the etiology of the BM
failure and cancer progression in FA, we focused our next studies
on the effects of hsa-miR-181c on the expression of TNF in FA
BM cells and also on the growth of hematopoietic progenitors from
FA patients. Early studies showed that altered responses to this
cytokine had a critical role in the pathogenesis of acquired aplastic
anemia because of the apoptotic loss of hematopoietic stem and
progenitor cells (for review, see Young and Maciejewski35).
Increased levels of this cytokine were found in the serum of FA
patients36,37 and also in supernatants from LCLs37,38 and BM cells
from these patients.28 In addition, the neutralization of the interac-
tion of this cytokine with its receptor significantly increased the
growth of BFU-E and CFU-GM progenitors from FA patients,28,39
which is consistent with mechanistic studies showing a deregulated
apoptosis and hypersensitivity of FA BM progenitor cells exposed
to TNF.38,40-44 In addition to studies showing the relevance of
TNF on the etiology of FA BMF, studies in Fancc/ mice have
shown that this cytokine provides a selective pressure for apoptosis-
resistant FA cells, thus facilitating the malignant progression of FA
clones with accumulated mutations.45,46
Our data showing the interaction of hsa-miR-181c with the
TNF 3UTR (Figure 3) are consistent with analyses indicating
that this miRNA down-regulates the expression of TNF in
LCLs and primary cells from HDs and FA patients (Figure 2,
Figure 4, and supplemental Figure 3). These observations, together
with our data showing a reduced expression of hsa-miR-181c in
FA cells (Figure 1), indicate that, in addition to other molecules
such as MMP-7, this miRNA could be involved in the altered levels
of expression/secretion of TNF in FA cells.31
The functional relevance of hsa-miR-181c on the hematopoiesis
of FA patients is apparent from our in vitro culture experiments
conducted with BM cells from FA patients (Figure 5). As was the
case in cultures of FA BM cells treated with TNF fusion protein
inhibitors,28,39 our data clearly show (Figure 5) that the expression
of hsa-miR-181c on the BM of a FA patient improved the growth of
myeloid and erythroid progenitors significantly, probably because
of the down-regulated expression of TNF in FA progenitor and/or
mature cells (ie, CD14 cells present in transfected BM or
generated during the colony growth).
The fact that BM samples from FA patients corresponding to
3 different complementation groups (FA-A, FA-G, and FA-J)
showed similar improvements in colony growth after the ectopic
expression of hsa-miR-181c suggests that the down-regulated
expression of this miRNA in FA patients should be involved, either
directly or indirectly, in the impaired growth of their hematopoietic
progenitors independent of the FA complementation group. In
addition, the observation of an improved colony growth in cultures
of BM cells from patient FA-13, whose TNF levels were low even
after LPS or R848 activation, suggest that this miRNA might also
target other negative regulators involved in the growth of hemato-
poietic progenitors. Our results, together with the fact that miRNAs
can be modified to improve their stability after in vivo infusion,47-49
open the possibility of using miRNAs, in particular hsa-miR-181c,
for the treatment of the BM failure in FA patients, as has already
been done with TNF inhibitors.50
Interestingly, when BM cells from a FA patient with acute
myeloid leukemia were transfected with hsa-miR-181c, no increase
in the number of colonies was observed (data not shown). Although
further studies are necessary to confirm this observation, it is
significant that studies conducted in Fancc/ mice showed that
malignant clones were not sensitive to TNF,45,46 indicating that
these malignant clones may have developed mechanisms of TNF
resistance and/or degradation.
The mechanisms accounting for the decreased expression of
different miRNAs, including hsa-miR-181c, in FA cells still
remains unclear. Epigenetic modifications of genes encoding for
these miRNAs, such as promoter hypermethylation or histone
modifications,51-53 may have a critical role in this effect. Moreover,
previous results in studies of gastric carcinoma have shown that
hsa-miR-181c can be down-regulated by methylation.30 However,
methylation analyses conducted in LCLs from HDs and FA-A
patients showed a similar heavy methylation of CpG sites located
Figure 4. Down-regulated expression of TNF in LPS-activated BM cells
transfected with Pre-miR-181c. (A) Representative flow cytometric analysis show-
ing intracellular expression of TNF in CD14 cells in fresh BM and BM cells
activated with PMA, LPS, or R848. (B) Representative analysis of intracellular TNF
in LPS-activated BM cells transfected with Pre-miR control or with Pre-miR-181c.
Gray histogram corresponds to nonactivated cells; empty histograms correspond to
LPS-activated cells transduced with the Pre-miR control (dotted line) and with
Pre-miR-181c (continuous line). Data correspond to a BM sample from an HD.
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near the hsa-miR-181c and of the CpG dinucleotides located in the
mature hsa-miR-181c. These results strongly suggest that the
methylation of these CpG sites is not the mechanism that accounts
for the down-regulation of this miRNA in FA cells.
The study from O’Connell et al5 showing that hsa-miR-181c is
enriched in mouse HSCs and human CB CD34 cells is of
particular interest because of the reduced expression of this
miRNA in FA hematopoietic cells and its role in both TNF
down-regulation and hematopoietic progenitor cell growth. In this
context, it would be of interest to determine hsa-miR-181c levels in
the very rare population of FA CD34 and HSCs. Similarly,
understanding the involvement of this miRNA in the homing and
repopulating properties of FA-HSCs would be highly relevant,
considering the data by O’Connell et al showing that the ectopic
expression of this miRNA impaired the competitive repopulating
ability of BM cells from healthy mice.
In the present study, we have shown for the first time that FA
hematopoietic cells are characterized by a down-regulated signa-
ture of several miRNAs, and have demonstrated that one of these
down-regulated miRNAs, hsa-miR-181c, interacts with the 3UTR
of TNF, inhibiting its expression and toxic effects in hematopoi-
etic progenitors from FA patients. These observations offer new
clues to understand the biologic basis of BM failure in FA patients
and may help in the development of new therapeutic strategies for
the treatment of this severe disease.
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Figure 5. Pre-miR-181c improves the clonogenicity of hematopoietic progenitors from FA patients. (A) Analysis of the number of hematopoietic progenitors from
FA patients cultured in methylcellulose 48 hours after transfection with a Pre-miR control (white bars) or with Pre-miR-181c (black bars). (B) Representative analysis of
CFU-GM and BFU-E colonies corresponding to patient FA-287. Photographs are from patient FA-13.
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Mutations in ERCC4, Encoding the DNA-Repair
Endonuclease XPF, Cause Fanconi Anemia
Massimo Bogliolo,1,2,10 Beatrice Schuster,3,10 Chantal Stoepker,4 Burak Derkunt,5 Yan Su,5 Anja Raams,6
Juan P. Trujillo,1 Jordi Minguillo´n,1 Marı´a J. Ramı´rez,1,2 Roser Pujol,1,2 Jose´ A. Casado,2,7 Rocı´o Ban˜os,2,7
Paula Rio,2,7 Kerstin Knies,3 Sheila Zu´n˜iga,8 Javier Benı´tez,2,9 Juan A. Bueren,2,7 Nicolaas G.J. Jaspers,6
Orlando D. Scha¨rer,5 Johan P. de Winter,4 Detlev Schindler,3,* and Jordi Surralle´s1,2,*
Fanconi anemia (FA) is a rare genomic instability disorder characterized by progressive bonemarrow failure and predisposition to cancer.
FA-associated gene products are involved in the repair of DNA interstrand crosslinks (ICLs). Fifteen FA-associated genes have been
identified, but the genetic basis in some individuals still remains unresolved. Here, we used whole-exome and Sanger sequencing on
DNA of unclassified FA individuals and discovered biallelic germline mutations in ERCC4 (XPF), a structure-specific nuclease-encoding
gene previously connected to xeroderma pigmentosum and segmental XFE progeroid syndrome. Genetic reversion andwild-type ERCC4
cDNA complemented the phenotype of the FA cell lines, providing genetic evidence that mutations in ERCC4 cause this FA subtype.
Further biochemical and functional analysis demonstrated that the identified FA-causing ERCC4mutations strongly disrupt the function
of XPF in DNA ICL repair without severely compromising nucleotide excision repair. Our data show that depending on the type of
ERCC4 mutation and the resulting balance between both DNA repair activities, individuals present with one of the three clinically
distinct disorders, highlighting the multifunctional nature of the XPF endonuclease in genome stability and human disease.Fanconi anemia (FA) is characterized by bone marrow
failure (BMF), congenital malformations, hypersensitivity
to DNA interstrand crosslink (ICL)-inducing agents, chro-
mosome fragility, and a high susceptibility to cancer. Since
the discovery of the first FA-associated gene 20 years ago,
all together, 15 genes associated with FA have been identi-
fied; these include FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1
(BRCA2), FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG (XRCC9),
FANCI, FANCJ (BRIP1), FANCL (PHF9), FANCM, FANCN
(PALB2), FANCO (RAD51C), and FANCP (SLX4)1,2 (MIM
227650, 300514, 227645, 605724, 227646, 600901,
603467, 614082, 609053, 609054, 614083, 614087,
610832, 613390, and 613951, respectively). Studies to un-
ravel the genetic basis of this rare disorder uncovered a
genome-maintenance pathway that protects dividing cells
against replication-blocking DNA lesions. To identify addi-
tional FA-associated genes, we used the SOLiD 4 platform
for whole-exome sequencing on peripheral-blood DNA
from a Spanish FA individual (FA104) who was previously
excluded from all known FA complementation groups
(this study was approved by the Institutional Committee
on Ethical Research in Human Samples, and proper
informed consent was obtained). FA104 was born to unre-
lated parents and was diagnosed neonatally with a malfor-
mative syndrome suggestive of FA, the symptoms of which
included bilateral absent thumbs, microsomy, esophageal
atresia, a ventrally translocated anus, and dysplastic and1Genome Instability and DNA Repair Group, Department of Genetics and Mic
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mality such as skin hyperpigmentation, photosensitivity,
sunlight-induced scarring, or atrophy. FA104 developed
BMF at the age of 2 years and died as a result of a hemor-
rhagic shock after bone marrow transplantation at the
age of 4 years. A positive chromosome-breakage test unam-
biguously confirmed the FA diagnosis: 92% of the cells
showed on average 4.4 diepoxybutane (DEB)-induced
breaks. Lymphoblasts from this individual were hypersen-
sitive to mitomycin-C (MMC) and melphalan but were
insensitive to the topoisomerase I inhibitor camptothecin
and the PARP inhibitor KU58948 (data not shown) and
showed normal FANCD2 monoubiquitination and
RAD51 focus formation.3 This suggests a defect down-
stream within the FA pathway, which does not involve ho-
mologous recombination. On the basis of a recessive mode
of inheritance, exome sequencing identified 17 candidate
disease genes for FA104 (Table S1, available online); of
these, ERCC4 (MIM 133520; also known as XPF) immedi-
ately caught our attention given the involvement of the
XPF-ERCC1-structure-specific nuclease in ICL repair.4
Both ERCC4 mutations were predicted to be pathogenic:
a 5 bp deletion in exon 8 (c.1484_1488delCTCAA) was pre-
dicted to lead to a frameshift and a premature stop codon
(p.Thr495Asnfs*6), and a missense mutation in exon 11
(c.2065C>A [p.Arg689Ser]; RefSeq accession numbers
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Figure 1. ERCC4 Mutations and XPF
Deficiency in FA Individuals
(A) Sequence analysis of blood DNA from
FA104 revealed a missense mutation in
exon 11 (c.2065C>A [p. Arg689Ser]) (up-
per panel) and a 5 bp deletion in exon
8 leading to a frameshift and prema-
ture termination of translation (c.1484_
1488delCTCAA [p. Thr495Asnfs*6]) (lower
panel).
(B) Sequence analysis of blood DNA
from 1333 revealed a missense mutation
in exon 4 (c.689T>C [p.Leu230Pro])
(upper panel) and a 28 bp duplication
in exon 11 (lower panel) leading to a
frameshift and a premature stop codon
(c.2371_2398dup28 [p.Ile800Thrfs*24]).
(C) Immunoblot analysis showing XPF
expression in lymphoblasts from 1333
and FA104. Lymphoblasts from a healthy
individual (Con), the parents of 1333
(1333-F and 1333-M), and an unrelated
ERCC4mutation carrier (Het) were used as
controls. XPF levels are expressed as a ratio
relative to the loading control (RAD50).
(D) Genetic complementation of MMC
sensitivity in FA104 lymphoblasts by
wild-type XPF, but not by p.Arg689Ser
altered XPF. Site-directed mutagenesis
was used for introducing point muta-
tions into the pWPXL-XPF hemag-
glutinin (HA)-tagged plasmid with the
QuickChange method (Stratagene) as
described.5 Lentiviral supernatant produc-
tion and transduction were done as previ-
ously described,6 and cells were grown for
10 days in the presence of MMC. Data
represent a typical result of at least three
independent experiments.
(E) Genetic complementation of MMC sensitivity of 1333 lymphoblasts by wild-type XPF (experiments were performed as in D).
(F) MMC-induced growth inhibition of Ercc4-knockout MEFs transduced with lentiviral particles coding for GFP (negative control
vector), wild-type XPF, and p.Arg689Ser and p.Leu230Pro altered XPF. Data represent means and SD of at least three independent
experiments.predicted to change a highly conserved arginine within
the nuclease active site of XPF. Sanger sequencing on blood
DNA confirmed these mutations (Figure 1A) and their cor-
rect segregation (data not shown). In MMC-resistant
FA104 lymphoblasts (FA104R) obtained after long-term
exposure to a low dose of MMC, we detected a mutation
that restored the ERCC4 reading frame (Figure S1A), sup-
porting the notion that MMC sensitivity is due to ERCC4
mutations. Consistently, XPF levels were reduced in
FA104 lymphoblasts but were normalized in the reverted
FA104R lymphoblasts (Figure S1B). Immunoblotting did
not detect a truncated XPF, indicating that only the
p.Arg689Ser altered XPF was present in the FA104 cell line.
Sanger sequencing on 18 unclassified FA individuals
from Germany revealed biallelic ERCC4 mutations in
another individual (1333). Individual 1333 was born in
2002 and was unambiguously diagnosed with FA at the
age of 5 years as a result of multiple FA-related features,
such as perinatal growth retardation, short stature, pro-
nounced microcephaly, cafe´-au-lait spots, an ostium-pri-
mum defect, biliary atresia with fibrosis of the liver, BMF,The Amand a positive chromosome-fragility test (0.2, 6.7, and
9.4 breaks per cell at 0, 50, and 100 ng/ml MMC, respec-
tively). Individual 1333 is redheaded and has pale skin
color, but no spontaneous or UV-light-induced skin
lesions were reported at the age of 10 years. Similar to
those of FA104, lymphoblasts from individual 1333 were
normal with regard to FANCD2 monoubiquitination and
RAD51 focus formation and were sensitive to MMC and
melphalan but insensitive to the topoisomerase I inhibitor
camptothecin and to the PARP inhibitor KU58948 (data
not shown). Individual 1333 carries a 28 bp duplication
in exon 11 of the maternal allele (c.2371_2398dup28
[p.Ile800Thrfs*24]; Figure 1B), and this duplication is pre-
dicted to result in a truncated XPF that lacks the double
helix-hairpin-helix (HhH2) domain involved in heterodi-
merization with ERCC1 and DNA binding.7 The paternal
allele contains a missense mutation that changes a highly
conserved amino acid residue within the helicase-like
domain (c.689T>C [p. Leu230Pro]; Figure 1B). Immuno-
blot analysis showed that a missense altered XPF and a
truncated 90–95 kDa XPF are present at very low levelserican Journal of Human Genetics 92, 800–806, May 2, 2013 801
Figure 2. UV-Light and ICL Sensitivities
of ERCC4 Mutants Leading to FA
(A) UVC-light-induced apoptosis in FA104
lymphoblasts. Cells were analyzed for
UVC-light-induced apoptosis 24 hr after
irradiation with the use of the Annexin-
V-FLUOS Staining Kit (Roche). Data repre-
sent means and SD of at least three
independent experiments.
(B) UVC-light-induced growth inhibition
of human ERCC4-deficient immortal fibro-
blast cell lines (from XP individual XP2YO
and FA individual 1333) transduced with
lentiviral particles carrying cDNA coding
for wild-type XPF. The results are expressed
as a percentage of viable UVC-light-treated
cells relative to untreated controls. Data
represent means and SD of two indepen-
dent experiments.
(C) MMC sensitivity of human ERCC4-
deficient primary fibroblasts from XP, FA,
and XFE individuals (XP42RO, 1333, and
XP51RO, respectively). Data represent
means and SD of two independent experi-
ments.
(D) DEB-induced chromosome-fragility
test in human ERCC4-deficient primary
fibroblasts from XP, FA, and XFE individ-
uals (XP42RO, 1333, and XP51RO, respec-
tively).
(E) MMC-induced G2/M cell-cycle arrest
in the same cells as in (D). Experiments
presented in (D) and (E) were performed
as reported earlier.10(Figure 1C). As expected, the truncated XPF was undetect-
able with an antibody against the C-terminal HhH2
domain of XPF (amino acids 866–916, data not shown).
Interestingly, the truncated XPF was absent in a MMC-
resistant lymphoblastoid cell line (1333R) generated by
long-term exposure to MMC, and near-normal XPF levels
were detected in this reverted cell line (Figure S1C). PCR
amplification and sequence analysis revealed that the
28 bp duplication had disappeared in 1333R (Figure S1D)
and had thus restored the wild-type sequence. Both the in-
herited duplication and the somatic reversion might have
been triggered by an inverted 5 bp repeat flanking the
region.
Genetic complementation of MMC sensitivity in lym-
phoblasts from both FA individuals was achieved by lenti-
viral transduction of wild-type ERCC4 cDNA (Figures 1D
and 1E). In addition, we expressed wild-type and mutant
human ERCC4 cDNAs in embryonic fibroblasts (MEFs)
from Ercc4 (Xpf)-null mice. We found that ectopic expres-
sion of ERCC4 mutants encoding p.Leu230Pro and
p.Arg689Ser did not complementMMC sensitivity of these
MEFs (Figure 1F), providing additional evidence that the802 The American Journal of Human Genetics 92, 800–806, May 2, 2013ERCC4 missense mutations found in
both FA individuals inactivate XPF.
The genetic and functional data
show that mutations in ERCC4 cause
FA in two unrelated nonconsanguine-ous individuals. Because mutations in ERCC4 cause an
additional FA subtype (FA-Q), we propose FANCQ as an
alias for ERCC4.
ERCC4 mutations have been linked to the skin-photo-
sensitive and nucleotide excision repair (NER)-deficient
disorders xeroderma pigmentosum (XP [MIM 278700,
610651, 278720, 278730, 278740, 278760, 278780, and
278750])8 and XFE progeroid syndrome (MIM 610965),9
and we therefore tried to understand why the identified
ERCC4 variants specifically lead to FA. We hypothesized
that these mutants cause an FA phenotype because of a
strong deficiency in ICL repair but have sufficient NER
activity to prevent clinically relevant skin photosensitivity
and other NER-related features. Compared to an XP com-
plementation group C (XP-C) lymphoblast line, FA104
lymphoblasts were indeed not sensitive to UVC light
(Figure 2A). Given that UV-light survival experiments are
challenging in lymphoblastoid cell lines, we studied skin
fibroblasts from individual 1333 (FA104 fibroblasts were
not available) and found that the UV-light sensitivity in
FA individual 1333 was milder than that in XP comple-
mentation group F (XP-F) individual XP2YO (Figure 2B).
Figure 3. NER Analysis of ERCC4 Mutants In Vivo
(A and B) In primary fibroblasts, unscheduled DNA synthesis
(UDS) representing global NER activity was measured with 5-ethy-
nyl-deoxyuridine grossly as previously described.12
(A) XP-F (XP42RO) and FA (1333) cells (arrows) were compared to
mixed-in normal fibroblasts preloaded with polystyrene microbe-
ads (no arrows), used as an internal control. UDS signal was quan-
tified from 20–40 random XP-F or FA G1/G2 nuclei and expressed
as a percentage of control wild-type cells.
(B) UDS signals in Ercc4/ MEFs measured as in (A) are expressed
as a percentage of control wild-type MEFs. Ercc4/ cells were sta-
bly expressing an empty vector or one of various ERCC4 cDNAs
(wild-type or encoding p.Leu230Pro or p.Arg689Ser).
(C) Repair kinetics of UV-light-induced DNA damage by FA-
specific ERCC4 mutants in ERCC4- and NER-deficient human
cells (XP2YO). Cells expressing wild-type XPF, p.Arg689Ser or
p.Leu230Pro altered XPF, or XPF resulting from the 28 bp duplica-
tion were locally irradiated with UV light, cultured for the indi-
cated times, fixed and stained for 6-4 PPs, and tagged with HA
with the use of specific antibodies. Data represent the percentage
of cells with 6-4 PP spots at various time points; means and SD
of at least two independent experiments are shown. For each
experiment, 100 cells were counted.
The AmIn addition, the FA-specific XPF alterations p.Leu230Pro
and p.Arg689Ser rescued 100% of the UVC sensitivity
of XP2YO fibroblasts (Figure S2A) and approximately
80% of the UVC-light sensitivity of Ercc4-null MEFs
(Figure S2B) but were both unable to complement
MMC sensitivity (Figure 1F). Furthermore, XFE and 1333
fibroblasts responded typically like FA cells upon MMC-
induced survival (Figure 2C), DEB-induced chromosome
breakage (Figure 2D), and MMC-induced G2-phase arrest
(Figure 2E), whereas XP-F cells showed milder MMC sensi-
tivity and lacked DEB-induced chromosome fragility and
MMC-induced cell-cycle arrest (Figure 2C–2E). Previous
experiments in Chinese hamster ovary cells also demon-
strated that the XFE-specific p.Arg153Pro altered XPF
does not rescue MMC or UV-light sensitivity.11 Therefore,
we conclude that XP, XFE, and FA cells with ERCC4 muta-
tions clearly have a distinct response to UV light andMMC
(Table S2).
To further investigate the extent of NER deficiency in the
FA-affected individuals, we measured UV-light-induced
unscheduled DNA synthesis (UDS) in primary skin fibro-
blasts from individual 1333 and from an XP-F individual
(XP42RO)withmild clinical UV-light sensitivity and found
245 4% and 21 5 3% residual UDS activity, respectively
(Figure 3A). We also determined UDS in Ercc4-null MEFs
expressing the FA-specific XPF alterations p.Leu230Pro or
p.Arg689Ser. The levels of UDS activity were 39.7% and
48.4% of the normal mean for p.Leu230Pro and
p.Arg689Ser altered XPF, respectively (Figure 3B), enough
to complement 80% of UVC-light sensitivity of these
MEFs (Figure S2B). In XPF-deficient human XP2YO fibro-
blasts, p.Leu230Pro and p.Arg689Ser altered XPF rather
efficiently corrected the defective removal of 6-4 photo-
products (PPs) at sites of local UV damage (Figure 3C). In
contrast, XP2YO cells expressing the ERCC4 mutant with
the 28 bp duplication were completely deficient in NER
activity, as predicted from the disruption of the ERCC1-
and DNA-binding domain of this truncated protein. The
studies presented in Figures 2 and 3 demonstrate that FA
cells with ERCC4mutations are fully deficient in ICL repair
but retain significant levels of NER activity.
Cell lines from XP-F individuals show a characteristic
failure of the altered XPF to properly translocate to the
nucleus through aggregation of the protein in the cyto-
plasm.11 This feature is evident for XP-causing mutations
and accentuated in cells from the individual with XFE syn-
drome. However, FA-causing XPFmissense altered proteins
can actually translocate to the nucleus, where they are
recruited to sites of active NER (Figures S3A and S3B) and
can interact with SLX4 and ERCC1 (Figures S3C and
S3D). These results might be functionally important, given
that a recent article reports that SLX4 interaction with XPF
is crucial for ICL repair and that SLX4-knockout mice phe-
nocopy FA.13 Using Xenopus extracts, J.C. Walter’s group
reported that the FA upstream pathway genes are required
to regulate a nuclease that makes DNA incisions near the
ICL.14 Given that FA-specific altered XPF proteins canerican Journal of Human Genetics 92, 800–806, May 2, 2013 803
Figure 4. Nuclease Activity of Altered XPF
(A) NER activity of wild-type and altered ERCC1-XPF dimer. A
plasmid containing a site-specific 1,3-intrastrand cis-Pt DNA cross-
link was incubated with whole-cell extracts from HeLa cells or
XPF-deficient cells (XP2YO) complemented with recombinant
ERCC1-XPF purified from Sf9 insect cells as reported.13 The
excised DNA fragments of 24–32 nucleotides are shown. The posi-
tion of a 25-mer is indicated.
(B) Incision of a stem-loop substrate with wild-type and altered
XPF. The 30 Cy5-labeled substrate was incubated with recombinant
ERCC1-XPF in the presence of 2mMMgCl2 or 0.4mMMnCl2, and
the products were analyzed by denaturing PAGE. The incision
reaction was performed essentially as described earlier.5,11reach the site of damage, we then investigated their ability
to cleave DNA. For this aim, the p.Arg689Ser altered XPF
was purified as a heterodimer with ERCC1 as previously
described.5 Subsequently, NER reactions were performed
with the purified altered protein, extracts from XPF-defi-
cient XP2YO cells, and a plasmid containing an NER
substrate (1,3-cisplatin intrastrand crosslink).15 Consistent
with the functional data above, the purified heterodimer
composed of ERCC1 and p.Arg689Ser XPF is proficient
in the excision step of NER similarly to wild-type XPF,
given that it restored the ability to cleave and remove the
site-specific intrastrand crosslink from the plasmid in
XP2YO cell extracts (Figure 4A). Nevertheless, the excision
reaction is not perfect given that the excised fragments
are, on average, 1 nucleotide longer than expected from
a normal reaction with wild-type-XPF-ERCC1 dimer (Fig-
ure 4A, lane 4). We also performed in vitro nuclease804 The American Journal of Human Genetics 92, 800–806, May 2, 2activity assays with purified ERCC1-p.Arg689Ser-XPF
and ERCC1-p.Arg689Ala-XPF on a stem-loop model
DNA substrate. Unlike wild-type XPF and altered XPF
proteins causing XP (p.Arg799Trp) or XFE progeroid syn-
drome (p.Arg153Pro),11 p.Arg689Ser XPF is unable to
cleave such a substrate (Figure 4B), indicating that the
nuclease-type activity of p.Arg689Ser XPF is grossly
abnormal. Unfortunately, we could not perform these
biochemical experiments with the p.Leu230Pro altered
XPF because we were unable to express and purify
ERCC1-p.Leu230Pro-XPF as a result of its low stability
and tendency to aggregate. We finally checked whether
the FA-specific altered XPF proteins ectopically expressed
in Ercc4-null MEFs can perform the incision step of ICL
repair. Both p.Leu230Pro and p.Arg689Ser altered XPF
completely restored the incision defect of Ercc4-null
MEFs, as measured by the COMET assay (data not shown),
but the cells remained hypersensitive to ICLs (Fig-
ure 1F). Although additional biochemical experiments
are required, our results suggest that the ICL sensitivity
of individuals FA104 and 1333 is not directly linked to
the absence of XPF nuclease activity. It seems unlikely
that the defect is a downstream step of homologous recom-
bination because FA104 and 1333 cells are not sensitive
to PARP inhibitors and are normal in Rad51 focus forma-
tion. Given that the nuclease activity of the FA-specific
p.Arg689Ser altered XPF is grossly abnormal, it is tempting
to speculate that the ICL-unhooking step in these FA cells
leaves an intermediate aberrant substrate that is irreparable
by subsequent ICL-repair factors.
Our genetic, biochemical, and functional studies, along
with the characterization of previous ERCC4 mutations
causing XP-F and XFE, provide amodel for themechanistic
understanding of how mutations in ERCC4 lead to three
distinct diseases (Table S2). Most of the presently known
XP-F individuals suffer from a relatively mild form of
XP.16 Cells from these individuals have a reduced level of
XPF in the nucleus because the altered XPF has a tendency
to aggregate in the cytoplasm.11 This reduced level of
nuclear XPF is insufficient to mediate complete NER, but
it still has enough ICL-repair-specific functions to prevent
chromosome fragility, cell-cycle arrest, and subsequent
FA clinical manifestations. A second set of ERCC4 muta-
tions, characterized in this study, allow localization of
the protein to the nucleus, where they exert a certain level
of NER activity but are fully deficient in ICL repair.
p.Arg689Ser XPF is a stable and NER-proficient protein
with an active site structure that prevents it from properly
processing ICL-repair intermediates. p.Leu230Pro XPF is
more similar to the products of previously described
ERCC4 mutations in that it is less stable and might have
a tendency to aggregate in the cytoplasm. However, suffi-
cient amounts of the protein are properly folded and reach
chromatin, where it appears to have some activity in the
removal of 6-4 PPs. Residual NER activity in the skin
tissue of individual 1333 in vivo might explain why this
individual has no clinically relevant skin photosensitivity,013
although we cannot exclude that dermatological problems
will arise later in life. A final category of ERCC4 mutations
is associated with XFE progeroid syndrome, which is char-
acterized by very low levels of nuclear XPF, apparently
insufficient to support either NER or ICL repair. Impor-
tantly, the only XFE-affected individual described suffered
from both skin photosensitivity and anemia9,16 and shared
some cellular features with XP (NER defect and UV-light
sensitivity) and FA (extreme ICL sensitivity, DEB-induced
chromosome fragility, andMMC-induced cell-cycle arrest),
suggesting that XFE syndrome is characterized by a
combination of XP and FA manifestations (Table S2).
Exhaustion of hematopoietic stem cells is also an attribute
of ERCC1-XPF hypomorphic mice that mimic XFE (Laura
Niedernhofer, personal communication). Microsomy,
microcephaly, and liver fibrosis were likewise observed in
FA individual 1333, in Ercc1- and Ercc4-deficient mice,
and in the unique ERCC1-deficient individual, who all
lack ICL-repair functions.17–21
In a broader sense, this study demonstrates that depend-
ing on the type of ERCC4 mutation and the balance
between NER and ICL-repair activities, affected individuals
present with one of three clinically distinct disorders.
This resembles the case of XPD, which is involved in XP
complementation group D, trichothiodystrophy (MIM
601675), or Cockayne syndrome (MIM 216400) depending
on the type of mutation,22 and highlights the value of
characterizing rare genetic disorders for gaining insight
into the mechanisms of genome maintenance and human
disease. XPF has a central role in preventing genome insta-
bility, cancer, BMF, developmental abnormalities, and pre-
mature aging. Like those of other breast and ovarian cancer
susceptibility genes mutated in FA,23,24 the product of
ERCC4 also acts downstream of FANCD2 monoubiquitina-
tion. Therefore, it is important to study FANCQ as a candi-
date gene in hereditary breast and ovarian cancer.Supplemental Data
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Homology Directed DNA Repair-based gene therapy is becoming a valid 
alternative to conventional gene transfer. It is unknown, however, whether this new 
approach will be suitable for the correction of genetic aplasias with defects in DNA 
repair, like Fanconi anemia (FA). Since FA can be caused by mutations in 16 
different genes, we aimed to develop a gene-targeting platform widely applicable to 
FA. Because of the low number of hematopoietic stem cells in FA patients, we 
targeted FANCA gene into the AAVS1 safe harbor locus of FA-A fibroblasts, using 
zinc finger nucleases and integrase-defective lentiviral vectors as HDR donors. 
Strikingly, the proliferative advantage of genetically corrected FA cells yielded up to 
40% targeted cells in culture. We then subjected the targeted gene-edited(ge)FA-A 
fibroblasts to cell reprogramming and confirmed that all tested geFA-iPSC clones 
contained specific integration of FANCA in the AAVS1 locus. Moreover, 
hematopoietic differentiation of these iPSCs efficiently generated disease-free 
hematopoietic progenitors. Our results demonstrate the efficacy of gene-targeting 
and cell reprogramming to generate disease-free hematopoietic progenitor cells 




Fanconi anemia (FA) is a rare genetic disease associated with congenital 
abnormalities, Bone Marrow (BM) failure and cancer predisposition (Shimamura & 
Alter, 2010). Although Hematopoietic Stem Cell (HSC) transplantation is currently 
the best therapeutic option to restore the hematopoietic function of these patients 
(MacMillan et al, 2011), HSC-based Gene Therapy (HGT) with autologous cells 
may represent a valid alternative for FA patients lacking a compatible BM donor 
(Tolar et al, 2011). In this respect, current HGT strategies with semi-randomly 
integrating Lentiviral Vectors (LV) are showing significant clinical benefits without 
severe adverse effects in several patients affected by a variety of monogenic 
diseases (Aiuti et al, 2013; Biffi et al, 2013; Cartier et al, 2009). Ideally, however, 
gene therapy should aim at targeting the therapeutic gene into a safe locus of the 
genome, thus potentially abrogating the risks associated with vector insertion in 
undesired genomic regions.  
Depending on the genetic etiology of the disease, Homology directed repair (HDR)-
mediated gene targeting approaches may be used either for direct substitution of 
the mutant sequence with the homologous functional DNA sequence or for 
insertion of the therapeutic transgene into pre-determined safe loci of the genome, 
often referred to as “safe harbors” (Naldini, 2011).  FA is a complex disease where 
mutations in sixteen different genes (FANC-A, -B, -C, -D1/BRCA2, -D2, -E, -F, -G, -
I, -J/BRIP1, -L –M, –N/PALB2, -O/RAD51C; -P/SLX4; -Q/ERCC4/XPF) have been 
reported (Bogliolo et al, 2013; Kee & D'Andrea, 2010). Among all these genes, 
mutations in FANCA account for about 60% of total FA patients (Auerbach, 2009). 
While a few recurrent mutations (i.e. truncation of exon 4 in Spanish Gypsies or 
mutations in exons 13, 36 and 38) have been observed in FA-A patients, FANCA 
mutations are generally private mutations, which include point mutations, 
microinsertions, microdeletions, splicing mutations and large intragenic deletions 
(Castella et al, 2011). Thus, considering the large number of genes and mutations 
that can account for the FA disease, insertion of a functional FA gene in a “safe 
harbor” locus would facilitate the development of an Homology directed repair 
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(HDR)-mediated gene addition platform with broad therapeutic application to FA 
patients, regardless of their complementation group and mutation type.  
Recent studies by us and others aiming to identify “safe harbors” in the human 
genome have shown robust and stable expression of transgenes integrated in the 
human PPP1R12C gene, a locus also known as AAVS1, across different cell types 
(Lombardo et al, 2011; Smith et al, 2008). Additionally, no detectable 
transcriptional perturbation of the PPP1R12C and its flanking genes were observed 
after integration of transgenes in this locus, indicating that AAVS1 may represent a 
safe landing path for therapeutic transgene insertion in the human genome 
(Lombardo et al, 2011). These observations, together with the development of 
artificial Zinc Finger Nucleases (ZFNs) that efficiently and selectively target the 
AAVS1 locus, have made possible gene editing strategies aiming at inserting 
therapeutic transgenes in this locus, not only in immortalized cell lines but also in 
several primary human cell types, including induced Pluripotent Stem Cells 
(hiPSCs) (Chang & Bouhassira, 2012; DeKelver et al, 2010; Garcon et al, 2013; 
Hockemeyer et al, 2009; Lombardo et al, 2011; Zou et al, 2011b). 
Because HSCs constitute a very rare population in the BM of FA patients and are 
also highly sensitive to ex vivo manipulation (Li et al, 2005), and given that there 
are no available protocols for gene targeting in HSCs, we pursued the specific 
insertion of the therapeutic FANCA gene in the AAVS1 locus of FA-A fibroblasts. 
From these gene edited cells, we then generated self-renewing disease-free 
iPSCs, which were subsequently differentiated towards the hematopoietic lineage 
upon optimization of  previously described differentiation protocols (Raya et al, 
2009).   
Our goal appeared particularly challenging, taking into account that FA is a DNA 
repair syndrome (Kim & D'Andrea, 2012; Nakanishi et al, 2005; Yang et al, 2005), 
which may thus limit HDR, and also that reprogramming of FA cells is particularly 
inefficient, unless these cells have been previously subjected to gene 
complementation (Muller et al, 2012; Raya et al, 2009). In spite of these hurdles, 
the strong selective growth advantage associated with correction of the FA 
phenotype, allowed establishing a new approach for the efficient generation of FA 
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Efficient gene targeting-mediated complementation of fibroblasts from FA-A 
patients. 
To promote insertion of a FANCA expression cassette into the AAVS1 locus, an 
Integrase-Defective Lentiviral Vector (IDLV) harboring EGFP and the FANCA 
transgenes flanked by homology arms to the AAVS1 locus (donor IDLV) was 
generated (Fig.1A top schematic). In this donor IDLV, FANCA is under the 
transcriptional control of the human PGK promoter. In addition, a promoterless 
EGFP cDNA preceded by a Splice Acceptor (SA) site and a translational self-
cleaving 2A sequence was also included upstream of the FANCA cassette. Upon 
HDR-mediated insertion into AAVS1, the EGFP cassette is placed under the 
transcriptional control of the promoter of the ubiquitously expressed PPP1R12C 
gene, thus allowing selection of the cells with targeted integration by FACSorting 
(Figure 1A). Beside the donor IDLV, an adenoviral vector expressing a ZFN pair 
(AdV5/35-ZFN), designed to induce a DNA double stand break in the AAVS1 
locus, was used to enhance the efficiency of HDR-mediated integration in this 
locus (Hockemeyer et al, 2009).  
To investigate the feasibility of performing gene targeting in FA-A cells, which have 
been reported to have milder defects in HDR as compared to other FA genes like 
BRCA2/FANCD1(Kim & D'Andrea, 2012; Nakanishi et al, 2005), skin fibroblasts 
from four FA-A patients with different mutations in FANCA were transduced either 
with the donor IDLV alone, or with the donor IDLV and the AdV5/35-ZFNs 
simultaneously. Fourteen days after transduction, the cells were analyzed by flow 
cytometry to measure the proportion of EGFP+ fibroblasts. While less than 0.05% 
of the cells transduced with the donor IDLV alone were positive for EGFP, from 
0.2% to 1.1% of the FA fibroblasts that had been co-transduced with the donor 
IDLV and the ZFNs-AdV were EGFP+ (Figure 1B). Strikingly, the percentage of 
EGFP+ cells markedly increased during the in vitro culture of these cells, reaching 
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levels between 5.5-13.4% (Figure 1C), showing a proliferation advantage of the 
gene edited FA-A fibroblasts. 
Because the prolonged in vitro culture of FA fibroblasts frequently results in 
increased rates of cell senescence (Muller et al, 2012), in a new set of experiments 
we transduced fibroblasts from three FA patients (FA-52, FA-123 and FA-644) with 
an excisable hTERT-expressing LV (Salmon et al, 2000) prior to perform the gene-
targeting procedure. As shown in Figure 1D, the proportion of EGFP+ cells 
determined fourteen days after gene targeting was markedly increased (3-4 fold) in 
hTERT-transduced versus untransduced FA fibroblasts. In agreement with the 
experiments performed with non-immortalized fibroblasts, when immortalized 
gene-edited FA fibroblasts were maintained in culture, a progressive increase in 
the proportion of EGFP+ cells was also observed. As shown in Figure 1E, ~40% of 
the FA-52 fibroblasts subjected to immortalization and  targeted genome editing 
(geFA-52T) were EGFP+ after 42 days in culture. Insertion of the EGFP/FANCA 
cassette into the AAVS1 locus of sorted EGFP+ geFA-52T fibroblasts was 
confirmed by PCR, using two pairs of primers that amplify, respectively, the 5’ or 
the 3’ integration junctions between the EGFP/FANCA cassette and the 
endogenous AAVS1 locus (Figure 1F).  
To investigate whether insertion of the therapeutic hFANCA cassette in the AAVS1 
locus of FA-A fibroblasts could result in phenotypic correction of the disease, the 
functionality of the FA pathway in FA-52T fibroblasts was tested both before and 
after the gene targeting procedure. As a positive control, healthy donor fibroblasts 
(HD) were analyzed in parallel. The presence of nuclear FANCD2 foci, which is 
fully dependent on the expression of all the FA core complex proteins, including 
FANCA (Garcia-Higuera et al, 2001), was determined in these samples after DNA 
damage induced by mitomycin C (MMC). In contrast to uncorrected FA-52T 
fibroblasts, which did not generate FANCD2 foci even after MMC exposure, a 
significant proportion of the geFA-52T fibroblasts generated FANCD2 foci, mainly 
after treatment with MMC, thus mimicking the response of HD (Healthy Donor) 
fibroblasts (Figure 2A).  
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Because the main characteristic of FA cells is the increased chromosomal 
instability upon exposure to DNA inter-strand cross-linking (ICL) drugs, we also 
investigated the response of both uncorrected and gene-edited FA-A fibroblasts to 
diepoxibutane (DEB). As shown in Figure 2B, in the absence of DEB, basal levels 
of chromosomal aberrations (<5 aberrations in total per 20 metaphases analyzed) 
were observed in these cells, suggesting that gene targeting procedure did not 
generate genetic instability in these cells. Moreover, while DEB induced a high 
number of chromosomal aberrations -which included chromatidic breaks and the 
FA characteristic radial chromosomes- in FA-52T fibroblasts, only a reduced 
number of chromosomal aberrations was induced by DEB in these cells after gene-
targeting.  
Taken together, these results show the feasibility of correcting the phenotype of FA 
cells using HDR strategies, in particular by promoting the insertion and expression 
of FANCA in the AAVS1 safe harbor locus of fibroblasts from FA-A patients.  
 
Efficient generation of disease free iPSCs from FA fibroblasts corrected by 
gene targeting. 
To generate disease-free FA iPSCs, FA fibroblasts subjected to gene editing 
(geFA-123, geFA-52 and geFA-52T) were enriched for EGFP+ cells by cell sorting 
and then reprogrammed using a polycistronic excisable LV expressing the human 
SOX2, OCT4, KLF4 and cMYC transgenes from the EF1A promoter (STEMCCA 
vector)(Somers et al, 2010). After two weeks in culture, characteristic ES-like 
colonies emerged from reprogrammed geFA-123 and geFA-52T fibroblasts, while 
no colonies were generated from geFA-52 cells. Colonies generated from geFA-
123 cells progressively disappeared after five passages, while 80% of the geFA-
52T colonies picked after 2 weeks could be expanded for at least 5 passages 
(Suppl. Figure 1), indicating the relevance of the ectopic expression of hTERT to 
facilitate the reprogramming of disease-free FA-A fibroblasts complemented by 
gene editing. 
Twelve out of the 60 iPSC clones generated from geFA-52T cells were further 
expanded and differentiated into fibroblasts to perform additional molecular 
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studies. First, qPCR analyses were conducted to determine the mean copy number 
per cell of the EGFP/FANCA cassette. As shown in Supplementary Table I, 11 out 
of the 12 geFA-iPSC clones analyzed were positive for EGFP integration and 
contained an average of 0.98 ± 0.44 EGFP copies per cell. The only iPSC clone 
that did not harbor any EGFP copy (clone 5) did not progress more than six 
passages in culture.  
To investigate whether the EGFP/FANCA cassette was specifically integrated in 
the AAVS1 locus of all these iPSC clones, 3’ primers previously used in analyses 
of Figure 1F were used. As shown in Supplementary Table I, all the iPSC clones 
that were positive for integration of the cassette were also positive for the PCR 
band corresponding to the specific insertion in the AAVS1 locus.  
Three geFA-iPSC clones (clones 16, 26 and 31) were selected for further 
characterization. First, the pluripotency of these gene corrected clones was 
analyzed both by alcaline phosphatase (AP) staining and immunohistochemistry 
staining of different pluripotency genes. Representative pictures in Figure 3A show 
that all tested geFA-iPSCs clones were highly positive for expression of AP, 
NANOG, TRA-1-60, OCT4 and SSEA-4. RT-qPCR analysis for expression of the 
endogenous pluripotency genes NANOG, OCT4, SOX2, KLF4, cMYC and REX1 
was consistent with the pluripotent nature of these clones, being the levels of 
expression of these genes very similar to those measured in human ES cells 
(Figure 3B). In all cases, a very low expression of the ectopic reprogramming 
transgenes was found, indicating substantial inactivation of the EF1A promoter 
present in the reprogramming vectors. 
To further demonstrate the pluripotency of the geFA-iPSCs, geFA-iPSC16 cells 
were subcutaneously inoculated in NSG mice, to test the ability of these cells to 
generate teratomas. As shown in Figure 3C, characteristic teratomas containing 
complex structures representing the three embryonic germ layers were observed 
8-10 weeks after implantation. The hematoxylin and eosin staining of the 
teratomas’ sections showed cutaneous cell mucosous epithelium, including globet 
cells, bone and pacreatic acinar cells with excretory tubule; structures 
representatives of the ectoderm, endoderm and mesoderm tissue. 
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Immunofluorescence stainings also confirmed expression of definitive endoderm 
markers (Fox2A), neural structures that expressed neuroectodermal markers (ß-III 
Tubulin), and the generation of mesoderm (Brachyury) and mesoderm derivatives 
tissue such as muscle (α-SMA). As expected for bona fide iPSC clones, OCT4 and 
NANOG promoters were hypomethylated in gene-corrected FA iPSC clones, in 
clear contrast to the high level of methylation observed in HD fibroblasts (Figure 
3D). 
Finally, Southern blot analyses performed on genomic DNA extracted from the 
gene-edited geFA-iPSC clones 16, 26 and 31confirmed mono-allelic integration of 
the EGFP/FANCA cassette into the AAVS1 locus of each clone (Figure 3E and F). 
These results confirm specific integration of the FANCA-cassette into the AAVS1 
locus in the gene-corrected FA-iPSC clones.  
Once demonstrated the generation of bona fide gene-edited FA iPSCs, in the next 
set of experiments we aimed to verify whether these geFA-iPSCs were disease-
free, as we previously shown for their parental gene-edited FA fibroblasts (Figures 
2A and 2B). First, we checked by qRT-PCR the level of expression of hFANCA in 
these geFA-iPSCs. Notably, levels of hFANCA mRNA expression obtained in the 
three tested geFA-iPSC clones were very similar to levels observed in the control 
ES cell line, and markedly higher when compared to uncorrected FA-52T 
fibroblasts (Figure 4A). This observation was confirmed by Western blot analyses 
of FANCA (Figure 4B), and also by the observation of nuclear FANCD2 foci in 
geFA iPSC clones exposed to MMC (Figure 4C).  
Cytogenetic analysis of geFA-iPSC clones 16, 26 and 31 showed a normal 
karyotype in clones 16 and 31, while clone 26 showed a trisomy in the Y-
chromosome. One of these clones, clone 16, was also challenged with DEB and, 
as happened with its parental gene-edited fibroblasts, basal levels of chromosomal 
aberrations were observed in these cells, consistent with a functional FA pathway 
in these cells (Figure 4D). 
To discard the possibility that the FA pathway in these iPSCs was restored due to 
the spontaneous reversion of either mutated FANCA alleles, the persistence of the 
original pathogenic mutations described in this patient (c.710-5T>C and 
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c.3558insG) were confirmed by Sanger sequencing performed on both FA-52T 
fibroblasts and the geFA-iPSCs clones 16, 26 and 31(Suppl. Figure 2). This data 
confirms that the functional FA pathway, and thus the disease-free nature of gene 
edited FA-iPSCs, is a consequence of the expression of the therapeutic FANCA 
targeted within the AAVS1 safe harbor site of the parental FA-fibroblasts.  
Aiming to excise the STEMCCA vector from the genome of the gene-edited FA-
IPSCs, clone 16 was transduced with an IDLV co-expressing the Cre recombinase 
and the Cherry fluorescence marker(Papapetrou & Sadelain, 2011), and individual 
colonies were isolated. RT-qPCR analysis performed on one of the excised clones 
(geFA-iPSC clone 16Ex) showed the expression of endogenous pluripotency 
genes (SOX2, OCT4, KLF4, NANOG, cMYC and REX1; Figure 5A) and 
background signal for the ectopic transgenes. Additionally, this clone generated 
teratomas with structures characteristics of the three germ layers (Figure 5B) and 
harbored hypomethylated NANOG and OCT4 promoters (Figure 5C). This vector-
free iPSC clone remained with a normal karyotype and with basal numbers of 
chromosomal aberrations after exposure to DEB, showing the disease-free nature 
of these geFA-IPSCs (Supplem. Figure 3). 
 
Generation of disease-free hematopoietic progenitors from gene-edited FA-A 
iPSCs. 
In a final set of experiments we investigated whether gene-edited FA-A iPSCs 
were capable of generating hematopoietic progenitor cells free of the characteristic 
disease phenotype. To conduct these experiments, embryoid bodies from geFA -
IPSC clones 16 and 16Ex were first generated (Feng et al, 2010). Thereafter, 
hematopoietic differentiation was induced by exposure to hematopoietic cytokines 
(see materials and methods). 
As shown in Figure 6, the generation of hematopoietic progenitors after 21 
days in culture was first demonstrated by the presence of early hematopoietic 
precursors double positive for the CD34 and CD43 markers, the more committed 
CD34+/CD45+ hematopoietic progenitors (see flow cytometry in Figure 6A), and 
also by the total number of CD45+ cells. An improved hematopoietic differentiation 
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potential was observed for the iPSCs in which the reprogramming cassette was 
excised by the Cre-IDLV. In this case, 12% or 6% of the analyzed cells were 
CD45+ or CD34+/CD45+, respectively (Figure 6A and B).  Consistent with the flow 
cytometry data, well differentiated myeloid and erythroid colonies were generated 
14 days after the in vitro culture of geFA iPSC-differentiated cells in 
methylcellulose (Figure 6C and 6D). As it was observed in the flow cytometry 
studies, a two fold increase in the number of hematopoietic progenitors was 
observed in geFA-IPSCs clone 16Ex compared to its parental geFA-IPSCs cells. 
In a final set of experiments we investigated whether the characteristic MMC 
hypersensitivity of FA cells was corrected in FA hematopoietic progenitors derived 
from gene edited reprogrammed FA-fibroblasts. As shown in Figure 6E, geFA-
IPSC-derived hematopoietic progenitors were almost as resistant to MMC as 
healthy cord blood progenitor cells, and were markedly more resistant to MMC 
compared to hematopoietic progenitors from two different FA patients.  
 
DISCUSSION 
Thanks to the development of artificial nucleases capable of generating DNA 
Double Stand Breaks (DSBs) in pre-determined sequences of the genome (Cong 
et al, 2013; Joung & Sander, 2013; Mali et al, 2013; Porteus & Baltimore, 2003; 
Urnov et al, 2010) the possibility of developing HDR-mediated gene therapy is 
getting closer to its clinical application. Whether these approaches will be 
amenable for the treatment of DNA repair syndromes like FA is however uncertain, 
both because of the limited HSCs content in FA patients, and also because of the 
impact that DNA repair defects of FA cells may have on the efficacy of HDR 
(Nakanishi et al, 2005). 
To answer to this question, we first investigated the possibility of developing a 
gene editing platform applicable to most FA complementation groups and gene 
mutations through the specific insertion of the therapeutic FA gene – FANCA in this 
study - in a safe harbor locus of the human genome - the AAVS1 locus (Lombardo 
et al, 2011). To overcome the difficulties of performing gene editing in HSCs, and 
in particular those derived from FA patients, which represents a very rare 
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population highly sensitive to in vitro manipulation, we performed the gene 
targeting procedure on skin FA-A fibroblasts, which were subsequently 
reprogrammed to pluripotency and then differentiated into disease-free 
hematopoietic progenitors, a similar strategy that we previously undertook for FA 
fibroblasts but using conventional gene transfer approaches (Raya et al, 2009). 
While the generation of HDR-mediated disease-free FA iPSCs could be 
approached first through the generation of uncorrected FA iPSCs, thereafter 
subjected to gene editing, several studies have already shown that reprogramming 
of FA cells is highly inefficient and results in cells with multiple genetic 
abnormalities (Muller et al, 2012; Raya et al, 2009; Yung et al, 2012). Thus, we 
opted to perform first the gene editing-mediated complementation in FA fibroblasts, 
and then to reprogram these cells to finally generate disease-free hematopoietic 
progenitors. 
Our results demonstrate the feasibility of performing HDR-mediated insertion in 
FA-A cells with significant efficacies (up to 4%), comparable to those reported in 
primary cells competent for DNA repair (DeKelver et al, 2010; Lombardo et al, 
2011; Sebastiano et al, 2011; Soldner et al, 2011; Zou et al, 2011a; Zou et al, 
2011b). Our observation of efficient gene editing in FA fibroblasts confirm previous 
studies showing a limited impact of  FANCA in HDR, as compared to other FA 
proteins like BRCA2 (Nakanishi et al, 2005). Nevertheless, we should also 
consider that the design of the donor IDLV used for transduction should drive some 
transient expression of FANCA from the unintegrated retrotranscribed vector 
before or concurrently to ZFN expression (Hockemeyer et al, 2009; Matrai et al, 
2011), thus potentially enhancing the efficacy of HDR in these cells and providing 
the means for enabling HDR also in the more challenging FA genotypes. Although 
the specificity of gene targeting might be reduced in FA cells, the observation that 
eleven out of the twelve iPSC clones that were generated from gene-edited FA 
fibroblasts contained one single copy of FANCA specifically integrated in the target 
PPPR12C gene clearly demonstrates that this is not the case, at least in FA-A 
cells, and further corroborates the specificity of the AAVS1 ZFNs used in this study 
(Hockemeyer et al, 2009; Lombardo et al, 2011).  
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Our results also show that in the absence of any artificial selection procedure, a 
progressive increase in the proportion of FA-fibroblasts corrected by targeted 
integration was observed along the in vitro expansion of these cells, which 
constituted up to 40% of the total population of FA fibroblasts after 42 days in 
culture. The growth advantage of gene-edited FA fibroblasts is consistent with 
previous observations showing the improved growth proliferation properties of FA 
precursor cells that either reverted a pathogenic FA gene mutation (Gregory et al, 
2001; Gross et al, 2002; Waisfisz et al, 1999) or were gene-complemented with 
integrative vectors (Rio et al, 2008).   
Our gene editing and cell reprogramming experiments with FA fibroblasts also 
show the relevance of transducing these cells with hTERT, probably because of 
the pro-senescence properties of FA-deficient cells(Muller et al, 2012). 
Significantly, the transduction of these cells with hTERT-LVs both increased the 
efficiency of gene editing, as well as of cell reprogramming. Previous studies have 
shown the improved efficacy of iPSC generation when cells were reprogrammed 
with vectors that include the SV40 large T antigen, either alone or combined with 
hTERT(Mali et al, 2008; Park et al, 2008). Our proof of concept experiments now 
demonstrate the advantages associated with ectopic expression of hTERT both in 
gene-editing and in cell reprogramming, at least when FA cells are considered.  
The ability of gene-edited FA fibroblasts and iPSCs to generate nuclear FANCD2 
foci demonstrated that FA pathway was restored. Similarly, the cytogenetic 
analysis of these samples evidenced the reversion of the chromosomal instability 
of FA cells to DEB, demonstrating that the specific targeting of the donor FANCA 
construct in the AAVS1 locus has completely corrected the phenotype of FA-A 
fibroblasts and iPSCs. In the absence of DEB, a normal karyotype was observed in 
gene-edited FA fibroblasts and in two out of the three iPSC clones that were 
generated, showing the feasibility of generating cells without inducing evident  
karyotype abnormalities after the gene-editing and cell reprogramming approaches 
used for the generation of disease-free FA iPSCs.  
Consistently with our previous study showing the generation of disease-free FA 
iPSCs through conventional gene therapy approaches (Raya et al, 2009) our new 
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study shows the efficient hematopoietic differentiation of gene edited FA iPSCs. 
Moreover in the current study we observed the generation of increased numbers of 
hematopoietic progenitors from iPSCs subjected to excision of the reprogramming 
cassette, confirming previous observations indicating that the expression of 
reprogramming genes limits the iPSC differentiation potential (Ramos-Mejia et al, 
2012). The improved hematopoietic differentiation observed in these experiments 
and the robust expression of the therapeutic FANCA gene targeted into the safe 
harbor AAVS1 locus should account for the generation of a high number of 
hematopoietic progenitors showing a normalized response to MMC.  
Taken together, our study demonstrates the possibility of conducting an efficient 
and precise HDR-based gene therapy approach in FA cells. Moreover, we show 
the feasibility of reprogramming these cells to generate iPSC-derived gene edited 
hematopoietic progenitors characterized by a disease-free phenotype. Our 
approach constitutes a new proof-of-concept with a potential future clinical impact 
to optimize the generation of gene corrected HSCs from non-hematopoietic tissues 
of patients with aplasias of genetic etiology. Moroever, safe harbor directed 




Cell lines and primary fibroblasts. 
293T and HT1080 cells (ATCC: CRL-11268 y ATCC: CCL-121) were used for the 
production and titration of the LVs, respectively. Cells were grown in Dulbecco’s 
modified medium GlutaMAXTM (DMEM, Gibco) supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS, Biowhitaker) and 0.5% penicillin/streptomycin solution (Gibco). 
Skin fibroblasts were obtained from FA-5, FA-123, FA-664 and FA-52 patients and 
were maintained in DMEM (Invitrogen) supplemented with 20% FBS (Biowhitaker) 
and 1% penicillin/streptomycin solution (Gibco) at 37ºC under hypoxic conditions 
(5% of O2 and 5% of CO2). Patients were classified as FA-A patients as previously 
described (Casado et al, 2007) after the informed consent was signed. The ES4 
and H9 (NIH Human Embryonic Stem Cell Registry, 
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http://stemcells.nih.gov/research/registry/) lines of hES cells were maintained as 




transfer LV (donor IDLV) was generated using elements from the backbones 
pCCL.PGK.FANCA.Wpre* (Gonzalez-Murillo et al, 2010) and 
pCCLsin.cPPT.AAVS1.2A.GFP.pA (Lombardo et al, 2011). The integrase-
defective third-generation packaging plasmid pMD.Lg/pRRE.D64Vint  was used to 
produce IDLV particles (Lombardo et al, 2007). pLM.CMV.Cherry.2A.Cre 
(Papapetrou et al, 2011) and pLox.TERT.ires.TK (Salmon et al, 2000) vectors 
were provided by Addgene. For reprogramming experiments the EF1A STEMCCA 
lentiviral vector -kindly provided by Dr. Mostoslavsky (Sommer et al, 2009)- was 
used. This vector contains the cDNAs for OCT4, SOX2, c-MYC and KLF4 flanked 
by loxP sequences for their subsequent excision. ZFNs targeting intron 1 of the 
PPP1R12C gene were expressed from an Adenoviral Vector (AdV5/35) under the 
control of the CMV promoter (Lombardo et al, 2011).  
 
Cell transduction. 
For gene editing experiments, fibroblasts from FA-A patients were transduced 
either with donor IDLV alone (150 ng HIV Gag p24 ml-1) or together with AdV5/35-
ZFNs (Multiplicity of infection (MOI) 200). Fourteen days post-transduction the 
proportion of EGFP+ cells was determined by flow cytometry (BD LSRFortessa cell 
analyzer, Becton Dickinson Pharminger). To immortalize fibroblasts from FA-52 
and FA-123 patients, 105 cells were transduced at MOI 1 with the 
pLox.TERT.ires.TK LV (Salmon et al, 2000) for 24 hours. To excise the 
reprogramming cassette and hTERT from established hiPSCs, single cell 
suspensions were generated by incubation with acutase (Gibco) and transduced 
for 10 hours with the IDLV pLM.CMV.Cherry.2A.Cre. Immediately after 
transduction, 2x104 cells/ 10 cm2 dish, expressing Cherry protein were sorted and 




iPSC colonies were detached using colagenase type IV (Gibco) for 30 min at 37ºC 
washed and centrifuged at 200xg, resuspended in differentiation media composed 
by KO-DMEM (Gibco) supplemented with 20% non-heat inactivated FBS 
(Biowhitaker), 1% NEAA (Lonza, Biowhitaker), L-Glu  (1mM; Invitrogen), β-
mercaptoethanol (0.1mM; Gibco) and hrBMP4 (0.5 ng/ml; Prepotech), and plated 
in ultra-low attachment plates (Costar). After 2 days, media was replaced by 
Stempro 34 (Invitrogen) supplemented with 0.5% Pen/Streptomicin, L-Glu (2mM; 
Invitrogen), MTG (40mM; Sigma), Ascorbic Acid (50 µg/ml; Invitrogen), hrSCF, 
hrFlt3 ligand and TPO (100 ng/ml; EuroBioSciences), hrIL3 (10 ng/ml; Biosource), 
hrIL6 (10 ng/ml; Prepotech), hrBMP4 (50ng/ml; Prepotech), Wnt11(200 ng/ml; 
R&D) and rhVEGF(5 ng/ml; Prepotech). Media was changed every 3-4 days. At 
day 7 media was replaced by fresh media where rhWnt-11 was substituted by 
rhWnt-3a (200 ng/ml; R&D). Media was changed every 3-4 days. At day 14 and 21 
immunophenotypic analysis of the differentiated cells was performed by flow 




Transduction with the AdV5/35-ZFNs and the donor IDLV, 1-5×105 viable cells 
were analyzed by flow cytometry analysis (FACSCalibur; Becton Dickinson 
Pharmingen).  
Immunophenotypic analysis of the hematopoietic differentiated cells was 
performed using the following antibodies according to the manufacturer's 
instructions: phycoerythrin (PE)-Cy7 conjugated anti-human CD34 (BD 
Pharmigen), phycoerythrin (PE)-conjugated anti-human CD31 (eBiosciencies), 
allophycocyanin (APC)-conjugated anti-human CD45 (BD) and fluoresceine 
isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-human CD43 (BD). Fluorochrome-matched 
isotypes were used as controls. 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Roche) 
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positive cells were excluded from the analysis. Analysis was performed using 
FlowJo software.  
 
Inmunofluorescence and Western blots of Fanconi anemia proteins.  
Analyses of FANCD2 foci were performed by immunofluorescence of primary 
fibroblasts or IPSCs treated for 16h with 200 nM of MMC. After MMC treatment, 
cells were stained with rabbit polyclonal anti-FANCD2 (Abcam, ab2187-50) as 
previously described (Hotta & Ellis, 2008; Raya et al, 2009). Cells with more than 
ten foci were scored as positive. FANCA expression was analyzed by Western 
blot(Raya et al, 2009) using the following antibodies: hFANCA (ab5063 Abcam) 
and anti-beta Actin to mouse antibody (ab6276, Abcam) as control. Goat polyclonal 
antibody to rabbit IgG (HRP) (ab6721-1, Abcam) and sheep polyclonal antibody to 
mouse IgG - H&L (HRP) (ab 6808, Abcam) were used as secondary antibodies. 
Protein quantification was done with Image J software. 
 
FANCA expression by qRT-PCR. 
 The expression of human FANCA mRNA was analyzed in the different clones of 
geFA-iPSCs by real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction (qRT-PCR)(Gonzalez-Murillo et al, 2010) using primers described in 
Supplementary Methods. Parental fibroblasts from FA-52 and ES H9 were used as 
a control.  
 
Gene targeting analysis: PCR and Southern blots. 
For PCR analysis genomic DNA was extracted with DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen). To detect the targeted integration of the HDR cassette in the AAVS1 
locus two different pair of primers for the the 3’ or the 5’ integration junction (5’TI 
and 3’TI respectively) were used (Supplementary methods table). PCR was 
conducted as follows: 2 min at 94ºC, 40 cycles of 30 s at 94ºC, 30s at 58ºC (5’TI) 
and 59ºC (3’TI), 1 min at 72ºC and one final step for 5 min at 72ºC. The proper 
target integration amplified a 1195 pb amplicon for the 5’ TI and a 1314 pb 
fragment  for the 3’ TI that were resolved in agarose gel at 2%. For Southern blot 
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analyses, genomic DNA was extracted and digested either with BstXI enzyme or 
with BglII (both from New England Biolabs). Matched DNA amounts were 
separated on 0.8% agarose gel, transferred to a nylon membrane (Hybond XL, GE 
Healthcare) and probed either with the 32P-radiolabeled sequence of a fragment of 
EGFP to detect specific (5.1 kb) and non-specific integrations or with a probe of 
AAVS1 gene located outside of the homology arm (in the 3’ region) to detect 
specific integration in the proper target locus (5.3 kb) and the unmodified AAVS1 
locus (3.5 Kb). To detect the radiolabel signal, auto- radiographic films were used 
(Amershan Hyperfilm ECL, GE Healthcare) and they were exposed in an automatic 
reveal machine Curix60 (AGFA).   
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THE PAPER EXPLAINED:  
PROBLEM: 
Homologous recombination (HR)-based gene therapy is becoming a true 
alternative to conventional hematopoietic stem cell gene therapy. It is however 
unknown whether these approaches would be applicable to genetic aplasias like 
Fanconi anemia (FA), characterized by a defective DNA repair machinery and by 
the presence of reduced HSCs numbers in patients’ bone marrow. Additionally, the 
existence of 16 different FA genes, each of them with multiple mutations potentially 
accounting for the disease, would imply the necessity of developing individualized 
HR-strategies of gene therapy in FA patients.  
RESULTS: 
We have developed a gene-editing platform applicable to all FA subtypes and FA 
gene mutations based on the insertion of the therapeutic FA gene in a safe harbor 
locus. In particular, we have demonstrated an efficient and specific targeting of 
FANCA in the AAVS1 safe harbor locus of FA-A patients’ fibroblasts. Moreover, 
gene-edited FA-A fibroblasts were reprogrammed to generate disease-free iPSCs, 
and then re-differentiated towards the hematopoietic lineage in a process that 




We have developed a gene editing and cell reprogramming platform applicable to 
all FA subtypes and FA gene mutations which efficiently generated gene-edited 
hematopoietic progenitor cells from skin fibroblasts. The generation of disease-free 
HSCs through the specific insertion of therapeutic transgenes in a safe harbor 
locus of non-hematopoietic cell tissues, followed by the reprogramming of these 
edited cells, will constitute an implemented approach to overcome HSC defects 
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FIGURE LEGENDS:  
Figure 1: Efficacy of Gene targeting of FANCA in the AAVS1 locus of primary 
hFA-A fibroblasts. A) Top: schematic representation of the donor IDLV- used to 
promote insertion of the EGFP/ FANCA cassette into the AAVS1 locus Middle: 
schematic of the AAVS1 locus with the ZFNs target site indicated. Bottom: 
schematic of the AAVS1 locus upon ZFN-mediated targeted insertion of the 
EGFP/PGK-FANCA cassette. Black arrow shows transcription of the EGFP from 
the endogenous PPP1R12C promoter.HA: homology arm. SD: Splice donor. SA: 
Splice acceptor. BGHpA: Bovine Growth Hormone polyadenilation signal. SV40pA: 
Simian Virus 40 polyadenilation signal. B) Representative flow cytometry dot plots 
of FA-A fibroblasts 14 days after transduction with the donor IDLV ± the AdV5/35-
ZFNs targeting the AAVS1 locus. C) Efficiency of gene targeting measured as 
EGFP expression by flow cytometry in fibroblasts from four different FA-A patients 
at the indicated time points. D) Comparative analysis of gene targeting FA-A 
fibroblasts, untransduced or transduced with a lentiviral vector expressing hTERT. 
Analyses were performed 14 days after gene targeting. E) Analysis of the gene 
targeting efficacy in FA52T cells determined from day 14 to day 42. F) Targeted 
integration analysis of the EGFP/PGK-FANCA cassette into the AAVS1 site by -
PCR using primers specific for the 5’ or 3’ integration junctions (red arrows in the 
top schematic) defined as 5’TI or 3’ TI respectively. 
Figure 2. Phenotypic correction of the gene-edited FA-A fibroblasts. A) Top: 
histogram showing the percentage of FANCD2 foci positive cells t in FA-A 
fibroblasts unstransduced or co-transduced with the donor IDLV and the AdV5/35-
ZFNs. Data are shown as Mean ± SE of three independent experiments. Bottom: 
representative images of FANCD2 foci (red) in cells shown in top histogram after 
MMC treatment.  B) Chromosomal instability induced by Diepoxibutane (DEB) in 
untreated (FA-52T) and gene-edited fibroblasts (geFA-52T). Left: representative 
FISH analysis was performed by staining telomeres (in green),centromeres (in 
pink) and chromosomes (in blue). Right: histogram showing the number of 
chromosomal aberrations per 20 metaphases. Dotted line indicates the basal 
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aberration levels corresponding to non DEB-treated healthy fibroblasts. Chromt 
break: Chromatid break. Chrom: Chromosome. 
Figure 3. Pluripotency characterization and insertion site analyses of the 
gene-edited FA-A iPSCs. A) Expression of TRA1-60, SSEA-4, OCT4 and 
NANOG pluripotency markers by immunofluorescence staining of gene-corrected 
FA-iPSCs. B) RT-qPCR analysis of NANOG, OCT4, SOX2, KLF4, cMYC and REX 
1 in geFA-iPSCs. Levels of expression were normalized to a constitutive gene 
(GADPH) and relative expression in comparison with a control ES4 line is shown. 
C) Hematoxylin/eosin staining of teratomas generated from ge-FA-iPSC16. 
Tissues representing the three germ layers (ecto-, meso- and endoderm) were 
identified: Ectoderm is represented by cutaneous cells, endoderm mucosous 
epithelium including globet cells, and endoderm by bone and pancreatic acinar 
cells with excretory tubule. Lower panels show immunofluorescence analysis of 
Ectoderm (B-II-Tubulin), endoderm (Fox2A) and Mesoderm (α-SMA and 
Brachyury). D) Bisulfite sequencing analysi s of OCT4 and NANOG promoters in 
ge-FA-iPSCs 16, ge-FA-iPSCs 26 and ge-FA-iPSCs 31 in comparison with healthy 
donor (HD) fibroblasts. White circles represent unmethylated CpG dinucleotides 
while black circles represent methylated CpG dinucleotides. Total percentage of 
methylated CpG of all the test clones is also shown. E) Southern blot analysis of 
genomic DNA extracted from the indicated gene corrected FA iPSC clones (geFA-
IPSCs) and from parental fibroblasts, either unmanipulated (FA-A) or after gene 
editing (ge-FA-A). Genomic DNA was digested with Bgl II and hybridized with a 
probe for PPP1R12C. The band of 5.3 kb corresponds to the targeted integration in 
PPP1R12C, while the 3.5 kb correspond to the untargeted allele. F) Southernblot 
analysis of samples shown in panel E digested with BstXI and hybridized with a 
probe (P) for EGFP. One single band of 5.1 Kb is expected for specific integrations 
in PPP1R12C.  
Figure 4. Disease-free Fanconi anemia phenotype of corrected geFA-iPSCs 
A) Histogram showing the levels of hFANCA expression in gene edited FA-iPSC 
clones and human ES (H9) relative to untreated FA-52T fibroblasts. Data are 
shown as Mean ± SE of three different  analyses. B) Western blot analysis 
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showing FANCA expression in geFA-iPSCs clones in comparison with fibroblasts 
from HD and a FA-A patient. C) Representative immunofluorescence analysis of 
FANCD2 foci in geFA-IPSCs after DNA damage with MMC. D) Chromosomal 
instability induced by Diepoxibutane (DEB) was also tested in geFA-IPSC 16. FISH 
analysis was performed using probes to detect telomeres (in green),centromeres 
(in pink) and chromosomes (in blue). Right: histogram showing the number of 
chromosomal aberrations per 20 metaphases analyzed. Dotted line indicates the 
basal aberration levels corresponding to non DEB-treated healthy fibroblasts. 
Chrom: Chromosome. 
Figure 5. Characterization of geFA-iPSC clone 16 after Cre-mediated excision 
OKSM of the reprogramming LV. A) RT-qPCR analysis of the expression of 
endogenous and ectopic pluripotency-related genes in excised geFA-IPSC clone 
16. NANOG, OCT4, SOX2, KLF4, cMYC and REX1. Levels of expression were 
normalized to a constitutive gene (GADPH) and an ES4 control line. B) 
Hematoxylin and eosin staining of teratoma sections generated from geFA-iPSC 
16 after excision of OKSM genes showing tissues representing the three germ 
layers (ecto-, meso- and endoderm). Lower panel also show immunofluorescence 
of different markers confirming the differentiation into the three germ layers: 
Ectoderm (B-II-Tubulin), endoderm (Fox2A) and Mesoderm (α-SMA and 
Brachyury). C) Bisulfite sequencing analysis of OCT4 and NANOG promoters in 
Excised ge-FA-iPSCs 16 in comparison with original ge-FA-iPSCs 16 and parental 
fibroblasts.. White circles represent unmethylated CpG dinucleotides while black 
circles represent methylated CpG dinucleotides. Total percentage of methylated 
CpG of all the test clones is also shown. 
Figure 6. Hematopoietic differentiation of corrected geFA-IPSCs clone 16. A) 
Representative flow cytometry dot plots of human CD34+ and CD45+ hematopoietic 
cells obtained by in vitro differentiation of geFA-iPSCs 16 before and after Cre-
mediated excision of OSKM factors (geFA-iPSCs 16Ex). B) Histogram showing the 
percentage of CD43+CD34+, CD45+CD34+ and CD45+ cells both before (white 
bars) and after (black bars) excision of the reprogramming cassette. C) 
Microphotographies of hematopoietic progenitors (CFU-GMs and BFU-Es) 
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obtained from geFA-iPSCs 16 and 16Ex. D) Histogram showing the clonogenic 
potential of geFA-iPSCs 16 and 16Ex. E) Survival to MMC of CFCs obtained from 
geFA-IPSCs 16 in comparison with BM samples from two different FA patients 
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